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第1章 序論
生体が､ 生命活動を維持 して布くため に ほ エ ネル ギ ー の獲得が必須で
ある. 生体の持 つ い く つ かの エ ネ ル ギ ー 獲得機橘のうち ､ 生体膜上 に存
在する呼吸鎖は掛 こ重要な役割を果た して い る(1,2)0 p. M icbe11によ り提
唱さ れ た化学浸透説で は ､ 呼吸鎖はその 電子伝達過程で ､ N ÅD H､ コ ハ
ク駿な どの 基質の酸化に より放出される エ ネ ル ギ ー を利用 して プ ロ トン
を排 出 し､ 生体膜 を隔て た プロ ト ン の 電気化学ポテ ン シ ャ ル差(△72 H
＋
)
を形成する(3,4). こ の △7IH' は A TP合成酵素の直接の駆動力 になる と
さ れ て お り ､ こ の 理論 は現在広く受け入れ られ て い る o △7; H
' は ､ 膜
を隔て た プロ トン の 濃度勾配 で ある △pH 及 び､ プロ ト ン等の 移動 に付
随して形成さ れ る生体膜 を隔て た 電位差(膜電位､ △ ¢)の 二成分から構
成さ れ て お り､ △ 才H'P肝: フ ァ ラ デ ー 定数)は △p と表さ れ ､ プロ トン
駆動力 とも呼ばれ る ｡ こ の プロ トン 駆動力 は ､ A T P合成の他､ 様 々 な輸
送系 の駆動力､ 大腸菌を始め とする細菌にお ける鞭毛連動､ ア ン チ ポ ー
タ ー な ど によ る細 胞内p‡i の恒常性維持な どの種々 の 生命活動の エ ネ ル
ギ ー 源と して利用 され る (図1)(1)0
こ の 様に プ ロ ト ン は生体 エ ネル ギ ー 論上 か らも重要なイ オ ン で ある 0
しか しな がら最近 の研究で ､ V)'bm'o algJ
'
n olydc usを始め とする多数の 細菌､
特に海洋細菌で ､ 呼吸鎖 にお い て プロ ト ン の他 にナ トリ ウ ムイ オ ン を排
出 し､ ナトリ ウ ム イ オ ン の 電気イヒ学的ポテ ン シ ャ ル差 (△耳Na･) ､ ナ
トリ ウ ム 駆動力を形成する こと が明らか にされ て きた(1,5-8)｡ こ れ らの
細菌に お い て ナ トリ ウ ム 駆動力 は ､ 栄養素輸送系(9,10)､ 鞭毛運動(1l,12)
等の 駆動力 と して 利用 さ れ て お･り ､ さ らに はATP合成の 駆動力と して も
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利用され る と い う報告があ る(13)｡ これらの 例 から明らかなように ､ エ
ネ ル ギ ー 共役反応 に は プロ ト ン ばかりで なくナトリウ ム イ オ ン も重要な
役割を果たす(1,14)｡ しか しながら ､ 化学浸透配その もの は純粋 に エ ネ
ル ギ ー 論的であり ､ 実際の 呼吸鎖におけるイ オ ン排出 の タ ン パ ク質化学
的メ カ ニ ズ ム に つ い て はまだ明らか にさ れて い な い ｡ そ の た め ､ 呼吸級
構成成分 の分離 ､ 精製 ､ 再構成及び ､ 遺伝学的解析が ､ 真横細胞､ 原核
細胞で精力的に行 わ れて い る(1,2)0
プ ロ ト ン の他 にナ トリ ウ ムイ オ ン を排出する呼吸鋭(以下 ､ ナトリウ
ム 駆動型呼吸鎖)を持 つ 細菌 に関する知見が増加する と共 に､ 呼吸鎖 で
プロ トシを排出する呼吸鎖(以下 ､ プロ ト ン 駆動型呼吸鎖)を持 つ 細菌 と
の 間で ､ 異な るイ オ ンを排出する酵素が類似した電子伝達反応を触媒す
る例 が知られる よう にな っ た(1,14)｡ こ の こ とはイ オ ン 排出メ カ ニ ズム
の解析 の 重要な手が かりとなる と考えられる｡ 即ち ､ そ れらの 触媒反応
過程を詳細 に比較し､ 両者の 共通点､ 相違点を見.v､だすこ とで ､
''
イ オ
ン
''
排出に重要な反応段階及び ､ イ オ ン特異性 に重要な反応段階を特定
でき る ｡ こ の様な方法 によ る エ ネ ル ギ ー 共役 の解析は ､ 部位特異的ア ミ
ノ 酸置換な どの 遺伝学的手法と は全く異なる ア ブロ,- チで あり､ 酵素反
応 とイ オ ン 排出を直接結び付ける こ とが可能となる｡ また ､ 生イヒ学的な
比較により ナ トリウ ム駆動型呼吸鎖 とプ ロ ト ン駆動型呼吸鎖の関係 に つ
い て も新た な知見を得られる ｡ しか しな が ら､ こ の様な観点に立脚した
研究は ほ と ん ど行わ れ て い な い ｡
こ の様な検討の た め には､ 細胞膜を用 い た呼吸鎖全体の解析 に加え､
個 々 の酵素タ ン パ ク 質に つ い て解析 を行わな ければな らな い ｡ そ の 為に
は膜 タ ン パ ク 質である各酵素を活性を保持した状態で安定に分離 ･ 精製
4
する こ とが必要で ある｡ そ こ で筆者はナ トリウ ム駆動型呼吸鎖を持 つ 細
菌として ､ 海洋細菌 v.algI
'
n o]ytic us､ プロ トン 駆動型呼吸鎖を持 つ 細菌
と して 大腸菌を用 い ､ 両者の 呼吸鋭の酵素複合体を分柾 ･ 精製 し､ それ
らの性質を解析 した｡
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第2章 樹料と方法
1 . 菌株 ､ 培養お よ び集菌
大腸菌 K 12C600株(15)は組成1､ V.a]ginolytic ロS138-2株及 び 138- 2株
由来の ナ トリ ウ ム ポ ン プ欠損変異株 Napl(16)は組成 2､ の 栄養培地を用
い pH 7.3
- 7.4 で大腸菌は 30
'
c また ほ 37
'
c､ V. a)gln olyb
'
c ロSは 37
I
c で
好気的に増殖さ せ た ｡ 波長600nm の濁度測定 によ り生育を追跡 し ､ 対
数増殖後期 に 10,000×g､ 6分 間､ 0
●
c で遠心 し集菌 した｡ 大腸菌は ､ 10
% グリ セ ロ - ル ､ 5m M 硫酸マ グネシ ウ ム を含む 50m M リ ン酸カリ ウ ム
緩衝液(pH7.5)(緩衝液1)で 2 回沈静し -75
'
c で保存した. quin oloxidas e
の精製 に用 い る Y.algilW)ytic us は 5m M 硫酸 マ グネ シ ウ ム ､ 20 %グ リセ
ロ - ル を含む 10m M リ ン 駿カ1)ウ ム緩衝液(pH 7.5)(緩衝液 2)で 2 回洗
浄し､ -75
'
c で保存 した ｡ な お､ v.algln olytic u sの NQR-2精製に使用す
る菌体 の沈静法は膜分画調製法に併せ て 示した ｡
組成 1 組成2
ポリ ペ プトン
乾燥酵母抽出物
塩化ナトリ ウ ム
リ ン酸 1水素 2 カリ ウ ム
1 . 0 %
0 . 5 %
0 . 5 %
0 . 4 %
0 . 5 %
0 . 5 %
3 . 0 %
0 . 4 %
2 . 膜小泊分画 の 調製
以下 の 操作 は す ベ て ､ 4
●
c 以 下 ､ も し く は永中 で 行 っ た ｡
10FLg/mlデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア
- ゼ Ⅰ､ 1m M ジチ オ ス レイ ト - ル ､ 10
6
% グリ セ ロ - ル を含む媛循液1(大腸菌の場合)また ほ グリ セ ロ - ル 濃
度 10 %の媛椅液 2(V･alg]
･
nolytlc u sの 場合)に菌体を o.25g湿重量/h dに懸
濁したo こ の 懸濁液を フ レ ン チ プ レス (14,000psi)に通 し､ 菌体 を破壊
し ､ 30,000×g､ 15分間遠心し たo 上精分画を 200,0 00×g､ 2時間遠心
し細胞膜分画を得た o 細胞膜分画は後衛液1 また は 2 で1 回洗浄し､ 皮
転膜小胞(膜分画)を得､ -75
'
c で保存した o な お v･algin olyb
･
c u sの quin ol
oxidas eの精製 に使用する膜分画は沈静及 び凍結保存せず ､ その まま酵
素の 可溶イヒ段階に移 っ た ｡
V･ algiDOlydc usの NQR-2精製に使用する膜分画は以下 の捜透庄 シ ョ ッ
ク法で ナ トリウ ム ポ ン プ欠損変異株 Napl細胞か ら調製 した ｡
菌体を 1･OM 塩化 ナトリウ ム ､ 5m M E D T Aを含む2 0m M ト1)ス 一 塩酸
緩衝液(pH 7･5)で 2 回洗浄後､ 10mM 塩化ナ トリ ウ ム ､ 5m M ED T Åを含
む 20m M トリ ス 一 塩髄液祷液(pH 7･5)に菌体湿重量濃度 40mg/ml となる
よう懸濁し､ 25
●
c で 5分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後､ 20,000×g､ 20分間
遠心 したo 沈澱 は 10m = 塩化ナトリ ウ ム ､ 0.5m M E D TA を含む 20m M ト
リス 一 塩酸緩衝液(p= 7･5)に懸濁後､ 5〃g/m げ オ キシ リ ボヌ ク レ ア -
ゼ Ⅰ ､ 2m M 塩化 マ グネ シウ ム を添カロし5分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン後､
再度遠心し膜分画を得た o 得られ た膜分画は 10m M 塩化 ナ トリウ ム ､ 10
% グ リ セ ロ - ル を含む 1 0m M ･ トリ ス 一 塩酸綾衛液(pH 7.5)に懸濁 し､ _7
5
●
c で保存 した｡
3 . 酵素 の分離 ･ 精製
以下 の 操作 は特 に断わ らな い 限り､ 4
･
c 以下も しくは氷中で行 っ た｡
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3 - 1 大 腸 菌 の N A DH - quino n e r edu cta s e の 精 製
3 - 1 - 1 膜 分 画 の E DT A 処 理 及 び ､ 酵 素 の 可 溶 化
膜分画を､ 5m M E D T Å､ 20 %グリ セ ロ - ル を含む 20m M トリ ス 一 塩酸
後衛液(pH 7.5)に 4mg/mi の 膿度で懸濁 し､ 20分間緩やか に撹拝 した後 ､
240, 00×g で 2時間遠心した｡ 沈澱分画を 20% グリ セ ロ - ル ､ 1m M E
D T Aを含む 20m M トリ ス 一 塩酸後衛液(pH7.5)に懸濁したo こ の 懸濁
液 に ､ C12E8 を ､ 緩や かに撹は ん しながら終濃度 2m M となる ように滴下
し､ 20分間撹拝後､ 30 0, 00 ×g､ 1時間の条件 で 遠心 し ､ 上清分画を
C
12
E
8 可溶化分画と した ｡
3 - 1 - 2 D E A E-SephaceJ カラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
予め ､ 50rhM 塩化ナトリウ ム ､ 0･5m M Cl み 0.1m M E DT A､ 10 %グ.)
セ ロ - ル を含む 10m M いjス 一 塩酸後衛液(pH 7.8)で平衡化 した DE A E
-Sephac elカ ラ ム に､ C12E8可溶化分画を ､ 線流速20c m伽 で負荷したo 10
Om M 塩化ナトリ ウ ム を含む先の綾衝液 によりカ ラ ム を充分洗浄し ､ 250
m M 塩化ナトリ ウ ム を含む先の緩衝液で溶出した. 活性の ピ ー ク分画を ､
ア ミ コ ン社製 p M IO限外洩過膜を用 い た限外嘘過により脱塩浪縮 し､ D E
A E-Sepha c el分画と した｡
3 - 1 - 3 T S Kge=⊃E A E-5 P W高速液体ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
以下 の カ ラ ム操作は室温で行 っ た o 予 め ､ 0･1 % Lipono xDCH､ 0.1m
M E DT A､ 5% グリ セ ロ - ル を含む 10mM トリ ス 一 塩酸緩衛液(pHウ.8)で
8
平衡化 した TSE:gel D E A R-5PW カ ラ ム (21.5×150m m)に 流速 3ml/min
で D E ÅE-Sephac el分画を負荷した. 150mM 塩化ナト.) ウム を含む先 の緩
衝液で洗浄後､ 本文図中 に示した塩イけ トリ ウ ム の 直線濃度勾配 で溶出
した. 得られ た各分画の活性の ピ - ク 部分 を氷中で脱塩濃縮したも･の を
5P W分画と した o NQR 分画は脱塩濃縮 の過程 で ､ Lipo n o xD C H濃度を
0.02% と した ｡
3 - l - 4 Bio -gel HT Pカ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー
予 め 10FL M FM N､ 0･02 % Lipo n ox D C H､ 0.1m M E D T A､ 5 %グリ セ ロ -
ル を含む 10m M トリ ス 一 塩酸(pH7.5)に､ 10 血M塩化ナ トリ ウ ム を加え
た後衛液で平衡化した Bio-gelH TPカラ ム に 5pW の N F D分画 を線流速
25c m伽 で負荷 し た後 ､ 平衡化後衛液 によりカ ラ ム容積の約 4倍洗浄し
た o そ の後 ､ 平衡化緩徳液と ､ 塩化ナ ト) ウム に代えて リ ン酸 ナ トリ
ウ ム (pH 7･5)を含む旗衛液を図中 に示した直線濃度勾配となる ように し
溶出を行 っ た o N 和 のピ ー ク 部分を脱塩濃縮したもの を H TP分画と し
た｡
3 - 2 V
･ a/ginolyt/
'
cus か ら の NQ R- 2 の 精 製
3 - 2 - 1 酵素 の 可溶化
Napl の 膜分画を 5m M E D T A､
.
5 %グリ セ ロ - ル を含む 20m M トリ ス
一 塩酸緩衝液(pH7･5)に タ ン パ ク質浪度5mg/mlとな るよう に懸濁し､ 2
5
●
c で 20分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後､ 20,000×g､ 20分間遠心 した ｡ 沈
澱 は 0･1m M E D T A
､ 5 %グ リ セ ロ - )I, を含む 20m M トリ ス - 塩酸巌徳液
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(pH 8･0)に タ ン パ ク 質濃度10mg/mlとな るよう に懸濁し､ 6m M C12E8 を
含む 上述の緩衝液を等量加え､ 25
-
c で 20分間放置 した ｡ こ れ を遠心 し､
得られ た上清を -75
●
c で保存した｡
3 - 2 - 2 DE A E-Sepha c eIカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
予 め 0･1 % Lipo n ox DCH､ 10 % グリセ ロ - ル ､ 0.1m M E D T A､ 20m M 塩
化ナトリ ウ ム を含む 20m M トリス 一 塩酸後衛液(pH 8.0)(後衛液3)で平
衡化 した D E A EISepha cel カラ ム に､ 先の 可溶イヒ分画 を カ ラ ム容積 1ml に
対 して タ ン パ ク 質5mg の 割合 で 負荷 した｡ 0.1 M塩化ナ トノウ ム を含む
平衡化後衛液で沈静後､ o.2M 塩イけ トリウ ム を含む平衡化緩衝液で溶
出 し p M-10限外洩過膜 によ り脱塩濃縮した｡
3 - 2 - 3 5- - AM P ア フィ ニ テ ィ ー ク ロ マ トグラ フ ィ ー
予 め 0･1% Lipo no xDC臥 10% グリセ ロ - ル ､ 5m M E D T Aを含む 20m
M ト リス 一 塩駿緩衝液(pH 7.0)で 平衡イヒした 5･- A MP ア フ ィ ニ チ イ - カ
ラ ム にカ ラ ム 容積 1mlあた りタ ン パ ク 質5mg の D E A E- Sepba c el分画 を負
荷した o カ ラ ム を平衡化後衛液で洗浄後､ 1m M N A DH を含む平衡イヒ緩
衝液 で酵素を溶出 し た o 限外嘘過 に よ り N A D H の除去 ･ 渡縮を行 っ た ｡
3 - 3 V･ alg/
'
n o/ytic u sの N Q R-1 及 び ､ βサ ブ ユ ニ ッ トの 指数
文 献 1 7 の方 法 に よ り 精 製 さ れ た 標 品 を 用 い た ｡
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3 - 4 V･ alginolyt]
'
cus の quin oJoxidase の 精封
3 - 4 - 1 酵 素の 可溶化 ､ DE A E-Sepahc e] カラ ム ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー
10 %グリ セ ロ - ル ､ 5m M 硫酸マ グネシ ウ ム を含む 10m M .) ン殴カ リ
ウ ム綾衛液(pH 7･5)(緩祷液3)に0.5% Liponox D C Hを加えた緩循液に､
方法 2 で得た膜分画をタ ン パ ク質濃度約 10mg/mlとなる ように懸濁後､
室温 で 10分間撹拝し､ 2 00, 0 ×g､ 40分 間､ 4
●
c の条件で 遠心 し膜分
画を洗浄した. 沈静膜分画は 5% Lipo noxDC Hを含む緩衝液3 に洗浄時
と同容量 に懸濁 し､ 200, 00×g､ 3 0分間､ 4
-
c の条件で遠心 し酵素を可
溶化 した o 可溶化酵素は 0･1m M E D TA､ 10 %グ リ セ ロ - ル ､ 0･5 % Lipon
ox DCH を含む 10m M リ ン酸 カ リ ウ ム緩衝液(pH 7.5)(綬祷液4)で予 め
平衡化した D E A E-Sepha c elカ ラ ム(5.8×5c m)に流速240m班, で負荷し､
50m M 塩化ナ トリ ウ ム を含む緩衝液4 で 充分洗浄後300皿 M 塩化ナ トリ
ウ ム を含む緩衝液 4 で酵素を溶出した. ピ ー ク画分 は 50% 飽和硫安に
よ り濃縮 し ､ 凍結せず次の 精製段階に移行 した ｡
3 - 4 - 2 TS KgeI D E A E-5 P W H P L C
先の濃縮 D E A E-Sepha c el分画を o.1m M E D T A､ 5% グリセ ロ - ル ､ 0.5I
% Lipo noxDCH を含む 10m M リ ン酸カ リウ ム緩衝液(pH 7.5)で平衡化し
た D E A E-5P W H P L C(21.5×150m m)に流速3ml/min で負荷した. 続い て ､
本文図中に示した 塩化ナ トリ ウ ム の 直線濃度勾配 によ り酵素を溶出した｡
ピ ー ク 分画は P M IO限外嘘過膜 によ り脱塩 ･ 濃縮 し､ 必要 に応 じ _75
･
c
で保存 した ｡
l l
3 - 4 - 3 Sepha c ry[ S
-30 0カ ラ ム クEjマ トゲラ フ イ 一
党の 濃縮 5P W分画を o･1m M E DT A､ 10 %グ リセ ロ - ル ､ 0.1 % Lipo n o
x DCH を含む 50m M リ ン酸カ リ ウ ム放衛液 (pH 7･5) で 平衡化 したSepb
a cryl S-300(Superfine)(1.9×95c m)に負荷し､ 同級衝液で展開 した . 流速
は 14ml伽 ､ 負荷量 は 3ml以下 と した ｡ ピ ー ク画分 は p M IO限外洩過膜
に よ り濃縮 し､ -7 5
●
c で保存 した ｡
4 . 酵素 活性測定法
全 て の 酵素活性 は 30
●
c で行 い o 1分間あた り 1〟 m ol の基質を変化さ
せ る酵素量 を 1unit と した ｡ 非酵素的反応は ブラ ン ク と して差 し引い た ｡
測定は日立200形､ 100形ダブ ル ビ ー ム分光光度計ま た は日立557形二波
長分光光度計を用 い た分光光度法に より行 っ た ｡ 特に断わらな い 限り ､
反応 は酵素の添加に より開始 した｡
4 - 1 NADH -fe rrI
'
cya nJ
'
de dehydroge n a se(NFD)活性測 定
フ ェ リ シ ア ン化カ リ ウ ム(フ ェ リ シ ア ナイ ド)の 還元 を､ 420n mの 吸光
度の減少(∈ -1･Om M-l ･ c m ･l)で 測定 した｡ 通常は ､ 20m M 硫酸マ グネ シ ウ
ム ､ 0･2m M d-N A DH も しく は 0.2m M N A D H､ 1.Om M フ ェ リ シ ア ン化カ
リ ウ ム を含む 25m M トリス 一塩酸緩衝液(pH 7.5)中で反応 を行 い ､ 必要
に応じさ ら に 10m M シア ン 化 かノウ ムを加えた ｡
1 2
4 - 2 N A D =-quin o n er eductas e(N Q R)活性測定
也- NA D H､ N ÅD Hか ら エ ビキ ノ ン ー1 へ の 電子伝達を､ 1)d- N A D H､ N AD
H の減少 で測定する場合 には 340n m の 吸光度の減少(E =6.8 1mM -l ･ c m-1)
(18)を､ エ ビキ ノ ン ー1 の還元 に より生ずる エ ビキ ノ ー ル ー1 の形成を測
定する場合に は二波長法 で 270.5n m-242nm (19)の 吸光度変化を､ そ れ ぞ
れ追跡した｡
5m M 硫酸 マ グネ シウ ム ､ 0･1m M d- N A D =も しく は N A D H､ 8〃 M ユ ビ
キ ノ ン ー1を含む 25m M トリ ス - 塩酸故衝液(pH 7.5)中で行 い ､ 反転膜小
胞 の場合 に は10m M シ ア ン化カ リ ウ ム を ､ 可溶化以降の分画の 場合 に は
0.02 % Lipo n o xD C Hをそ れぞれ加えた ｡
4 - 3 quin oloxida s e活性測定
0･02 % Lipo n o xDCH を含む 25m M リ ン酸 カリ ウ ム緩筏液(pH 7.5)中､
1m M デ ュ ロ キ ノ ー ル の 条件で行 っ た ｡ カラ ム溶出分画で の測定で は簡
便の た め 265n m(e - 15･OmM -1 ･c m･1)で測定を行 い ､ ま た反応液から Lipo n
o xD C Hを除 い た . ネの他の 測定で は 2 65-289n m(e - 18.8m M 1 ･c m･l)の 二
波長法で行 っ た o 酸素吸収は yellow splingslns 加 m e nt 社製 y SI 5331
Cla rk 型酸素電極 を用 い て 測定した . 酵素活性算出の為の 30
'
c で の酸素
分子濃度は 281〃 M を使用 した ｡
4 - 4 精製酵素の 基質特異性
N F D の場合､ o.2m M d- N A DHも しく は N A D H､ 乏om M 硫酸 マ グネ シ ウ
ム を含む 25m M トリ ス 一 塩酸放祷液(pH 7.5)､ NQRの 場合 ､ o.1m M N A D
1 3
H､ 0.02% Lipo n o xD C H､ 5m M 硫酸マ グネシ ウ ム を含む 25m M トリス
一 塩酸緩衝液(pm 7･5)後衛液中で測定したo DCIp(e 60 h- 20･6mM
･l ･ c m
-1)
は40iLM ､ メ ナジオ ン(e ,..n n=6･22m M
1
･
cm
･1
)は0.1mM ､ フ ェ 1)シ ア ン化
カ リ ウ ム は1･Om M ､ エ ビキ ノ ン ー1ほ8FLM の濃度で そ れ ぞれ用 い た .
quinoloxidas eの 基質特異性 は0.02% Lipo n o xD C Hを含む 25m M リ ン 酸
カ リウ ム 緩衝液(pH 7･5)中で 測定 した o T M P D の酸化は e 520w = 6･1m M
-1 ･
c m
-1(20)､ T M P D濃度2.5m M の条件 で測定 した o ユ ビキ ノ ー ル _1 のキ ノ
ン へ の 酸化は方法4 - 2 の波長を用 い ､ 50FL M エ ビキ ノ ー ル ー1 の 条件で
行 っ た｡
5 . 補欠分子族の 分析
5 - 1 フ ラ ビ ン 分別 定量
Faederとsiegel の方法(21)に従 っ た o N F D の精製過程で添加さ れた F M N
はTS K-gel S W3 00 0G カ ラ ム で ゲル嘘過 し除去 した. ゲ)i,洩過 は 40m M
塩イヒナトリウ ム ､ 5% グリセ ロ - ル ､ 0･1m M E DT A､ 0.02% Lipo n o xDCH
を含む 10m M トリス ー 塩酸緩衝液(pH 7.5)中､ 流速3 mi/min の条件で行
い
､ 活性ピ ー ク分画を濃縮しフ ラ ビ ン含量 の 測定を行 っ た .
F A Dは e.., m
=11 3m M '1 ･ c m-l､ F MNは e
.50m
=12.5m M-l･ cm
-1 でそれぞれ濃
度補正し標準溶液と した ｡ 蛍光測定は日立65 0型蛍光分光光度計によ り ､
励起波長450n m､ 蛍光波長530n m､ 励起側ス リ ッ ト帽5n m､ 蛍光側ス
リ ッ ト帽 5n m で 測定し た ｡
1
5 - 2 フラ ビ ン の 同定
F A D､ F M Nの 確認 ほ ､ Mer ck社製 Kie s elgelを用 い た薄層ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー により行 っ た . 展開溶媒は､ n- ブタ ノ ー ル 泳 酢酸:蒸留永 司;4:2
(ⅤⅣ)と 5 %リ ン酸ニ ナ トリウ ム 12水和物の 2種類を用 い た｡
5 - 3 ビリ ジ ン ー ヘ モ ク ロ ー ム の 分析
シ トク ロ ー ム溶液に終濃度 20 %となる よう にビリ ジン を添加し ､ 続
い て 終濃度 o.2 Mとなる ように水酸化ナ トリ ウ ム を添加 した ｡ 撹拝後､
微量 の ハ イ ドロ サ ル フ ァ イ トナトリウ ム により還元し､ 日立 557型 また
は U -3200型分光光度計 によ りス ペ ク トル を測定した.
5 - 4 逆相 カ ラ ム に よ る ヘ ム の 同定
文献 22 の方法 に従 い 抽出した ヘ ム を FLBo ndapak C 18(Waters社)によ
り分析した｡ 溶媒は メ タ ノ ー ル : 酢酸:水 =65:17:12と し､ 流速は 1mV
min で行 い ､ 405n m の吸収を モ ニ タ ー した ｡
5 - 5 銅含量 の測定
日立 z-8000型 ゼ - マ ン偏光原子吸光光度計 により行 っ た ｡ 原子化は
グラ フ イ ア トア トマ イザ ー を用 い た ｡ 硫酸銅 ･ 5水和物を正確に 0.1 N
塩酸に溶解し､ 用時に酵素溶液と同じ緩衝液 に0 - 10〃 M の濃度となる
よう希釈し検量線を作製 したo 試料添加量 は 10 〝1 とした o 酵素タ ン パ
ク 質約 2 - 4〃g を使用 し､ 測定を行 っ た ｡
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6 . 膜 電位(△ 中)測 定法
6 - l 反 転膜小泊の 調製
方法1 で培養した菌体を､ 大腸菌の場合に は方法1と同様の綾衝液中､
5
,
000psi､ V.alg7
'
n olytic u sの 場合は 5m M 硫酸 マ グネシウ ム ､ 0.1 Mシ ョ 糖
を含む 10m M ヘ ペ ス ー トリス 緩衝液(pH 7.5)中で ､ 8,000psi の条件 で ､
10iLg/mi デ オ キ シ リ ボヌ ク レ ア - ゼ Ⅰ ､ 1m M ジチ オ ス レイ ト ー ル存在
下 フ レ ン チ プレス に か け､ そ の 後方法2 と同様 に反転膜小胞を得た ｡
6 - 2 膜電位測定
オ キ ソ ノ ー ル VI を プロ ー ブと し小胞内部が正の 膜電位 を測定した . 20
'
C で ､ 反転膜小胞 を反応 液中で プロ ー ブ と 1分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ン し
た後､ 625n m-587n m(23,24)の 吸光度変化を追跡 した｡
大腸菌の場合､ タ ン パ ク 質濃度50 〃g他1 で､ 2〟 M オキ ソ ノ ー ルⅤⅠ､
0･1m M N A D Hまたは d-N A D H､ 5m M 硫酸 マ グネ シウ ム を含む 50mM 1)
ン酸 か)ウ ム放衛液(p‡i 7･5)中で測定を行 っ た . 10FL M ユ ビキノ ン ー1､
ま た は 1.Om M フェ リ シ ア ン化カ リ ウ ム を電子受容体 とする場合に は 10
m M シ ア ン化カ リウ ム を添加した｡
Y･a)g'
'
n o]yb
'
c u sの 場合､ タ ン パ ク質濃度o.5mg/mi の 条件で 5FL M オキ
ソ ノ ー ルV I､ 0･2m M N A D H､ 30m M 硫酸マ グネ シウ ム ､ 0.05 M硫酸ナト
リ ウ ム ､ 0･1 Mシ ョ 糖を含む10mM へ ペ ス ー トリス 緩衝液(pH 7.5)中 で
測定し､ N A D H-quinone r edu cta se領域の 測定 で はさら に､ 50〟 M ユ ビキ
ノ ン - 1､ 10m M シア ン化カリ ウ ム･を添加した｡
1 6
7 ∴ 電気泳動 に よ る解析
SDS-PAGE ほ La e m mliらの方法(25)､ 非変性性ゲル電気泳動は Davie s
らの 方法(26)に従 っ た ｡ 非変性性ゲル電気泳動 の場合､ ゲ ル及び､ 電極
液 に0.1% Lipo n o xD C Hを加えた｡ タ ン パ ク 質染色ほク マ シ ー プリリ ア ン
トブ ル ー R-250を用 い た . 非変性性ゲル電気泳動における Fergu s o nプロ
ッ トで は標準タ ン パ ク質 として牛血清ア ル ブミ ン(1量体分子量 67 K Da)
の 1 - 5量体を用 い た. SDS-P AGE における Ferguson プロ ッ トで は標準
タ ン パ ク 質 と して ､ ホ ス ホ リ ラ ー ゼ b(94K Da)､ 牛血清ア ル ブミ ン(67 K
Da)､ オ ボ ア ル ブミ ン(45 K Da)､ カ ル ポ ニ ッ ク ア ン ヒ ドラ - ゼ(30K Da)､
β - ラク トグ ロ ブリ ン(18K Da)､ リ ゾチ ー ム(14.5K Da)を用 い た .
8 . 免疫学的比較
8 - 1 抗体調剃
ウ サギ(日本白色､ メ ス ､ 約 2kg)2羽を免疫したo 大腸菌 N F Dは調製
用 sD S-P A G E で 48K Da. ･ の タ ン パ ク 質を調製 し抗原 と した｡ 大腸菌 N F D
約 10 p gl 大腸菌 NQR -2約 100FLgl V･alg,
･
n olyb
･
c usNQR-1約 100FLgと
Fr e und の 完全ア ジ ュ バ ン トを混合し後足 フ ッ トパ ッ ド部等に投与したo
2週間後同様の投与､ さらに 2 週間毎に1/2 のタ ン パ ク 質量をFre u nd の
不完全 アジ エ バ ン トと共 に投与した｡ 抗体産生 はイ ム ノ ブロ ッ テイ ン グ
により確認した ｡ 抗体産生 が確認された個体を追加免疫し､ 1週間後採
血し抗血清を得た｡
V･algJ
'
I”1ytic u sNQR-1 の 抗血清 は ､ 以下 の 方法 で非特異的抗体を除去し
たo 抗血清 15mlと漁連庄 シ ョ ッ ク法で 調製 した Napl の膜分画 looms I
1 7
を混合し､ 0
●
c で 1時間放置後､ 30
,
000×g で 20分間 ､ 4
●
c で 遠心した ｡
得 られ た上暗に同じ処理を再度行 っ た後､ 硫酸ア ンモ ニ ウ ム で 1/3飽和
と して抗体を分画した｡ 遠心分離 により得られた抗体はリ ン酸後衛生理
食塩水 15ml に溶解した｡
8 - 2 イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ
文献 2 5 の方法 で SDS-P AGE 後､ アト 一 社製 A E-6675型セ ミ ドライ ブ ロ
ッ テイ ン グ装置を用 い て ､ 0.1 Mトリス ､ 192m M グリ シ ン ､ 5 %メ タ ノ
ー ル を含む綬循液中で 2m 仙 m 2 の 定電流で 60分間 通電 し ､ BI O- R A D社
製 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 にタ ン パ ク 質を ブロ ツ テ ィ ン グ した ｡ こ の 膜を
BIO- R A D社製 キ ッ ト､ Im m u n-blotを用 い て漁色したo ブ ロ ッ キ ン グ処
理 は 1時間､ 一 次抗体処理は抗血清の希釈率を 200倍として l時間､ 西
洋ワサ ビペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識二次抗体処理は 3 0分間､ それぞれ行 っ
た｡
9 . タ ン パ ク 質定量法
Lo w ry ら(27)も しく は Bradford(28)の 方法に従 っ た . 標準タ ン パ ク質と
して 牛血清ア ル ブミ ン を用 い た ｡
1 0 . 試辛等
d- N A D H､ デ オキ シリ ボ ヌク レ ア - ゼ Ⅰ はSigm a社 ､ オキソ ノ ー ル V Iは
Mole c ular pr obe 社､ Bio-gel H TPは Bio-r ad社､ c12E8 は日光ケミ カ ル社
か らそ れ ぞ れ購入 した o エ ビキ ノ ン ー1 は エ ー ザイ(樵)か ら ､ Lipo no xD C
1 8
H は ライオ ン(秩)から分与された. その他の 試薬は ､ 特級の あるもの は
す べ て特級を使用した ｡
デ ュ ロ キ ノ ー ル は sigm a社製デ ュ ロ キ ノ ン を 20mg/mlとなる よう エ タ
ノ ー ル に溶解し､ 少量の水素化ホウ素化 か)ウ ム で還元し､ 1 M塩酸添
加後再結晶した｡ こ れをジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ドに溶解し､ 少量 の 0.1N
塩酸を添加して -75
.
Cで保存したo 温度補正 は ､ エ タ ノ ー ル 中､ e 287肌
2.6m M
-1 ･
c m
-I(29)を用 い た o エ ビキ ノ ー ル ー1 は約 5mM のエ ビキノ ン _1 の
エ タ ノ ー ル溶液に小量 の水素化 ホウ素化カ リウ ム を添加し､ 黄色 が消え
た後､ 少量 の 0･1 N塩酸を添加し､ 過剰の 水素化ホ ウ素化カリ ウ ム を分
解 して使用した｡
1 9
結果の部
第3童 大腸菌呼吸鎖 の N A D= -quin o ne redu cta s e領域の 解析
一 般的に細菌呼吸鎖の N A DH-quin o ne redu cta s eは 2種類に区別で きる .
即ち､ 第 一 の タイ プの 酵素はイ オ ンを駆動し エ ネル ギ ー 共役するも の で
あり､ 第二 の タイ プの 酵素は エ ネル ギ ー 共役 しな い も の で ある(30)｡ 便
宜上 ､ 以下 で は エ ネ ル ギ ー 共役する酵素を NQR-1､ エ ネル ギ ー 夷役しな
い 酵素を NQR-2 と 呼ぶ .
大腸菌の場合､･ 好気的呼吸鎖の NAD H-quino n e , edu ctas e領域の酵素に
つ い て は以下 の 点が明らか にされて い る o 即ち ､ 1)免疫電気泳動法か ら
少なく とも 2 種類 の NA D= -quin o neredu ctas eの 存在が指摘さ れて おり(3 1
133)､ 反転膜小胞を用 い た解析 か ら､ 2)細胞膜上 には 2種類の N A D H
-quinone r edu ctas e活性が存在 し､ - 方 はプ ロ トン駆動力を形成する の で
NQR-1 である の に対 し､ 他方は エ ネル ギ ー 共役 し か ､の で NQR-2 であ
り､ 3)NQR-1 は ､ NA DH のア ナロ グである d-NA D Hともよく反応する
の に対 し､ NqR-2 は d- N A D =と全く反応せず､ 4)NQR-1 は ､ NQR-2 に
較ベ ､ N A D H､ d- N A D Hに対し高親和性である こと､ が報告され(34)､
さら に 5)ESR によ る解析か ら NQR-1 の電子伝達反応に は銑 - イ オ ウク
ラ ス タ ー が関与する こ とが報告されて い る(35,36)o しか しな がら ､ NQR
-1､ NQR-2 のタ ン パ ク 質と して実体 に つ い て は不明である ｡
一 方､ shapir oらは大腸菌細胞膜から N A D H-quin o n e, edu ctas eを分画 ･
精製 し(37)､ Yo u ng らは構造遺伝子 の ク ロ ー ニ ン グ等を行 っ てい る(38-4
1)o これ らの 報告 にある N A D H-quin o n e redu ctas eは共に ､ 非共有結合型
20
『ÅD を含む分子量 47k Da の単 一 タ ン パ ク 質で ある｡ しかし､ こ の 酵素
と先 の NQR-1､ NQR-2 との 関係に つ い て は不明である.
従 っ て､ 本菌 N A DH -quin o n e redu cta s e領域の 詳細な解析 には NQR-1､ N
QR-2 を精製しその実体を明らか にする こ と が必要で あ っ た .
これ らの 酵素の精製に際し筆者が特に着目した の は細胞膜上の N A D H_
femicyanidedehydroge n a s e活性で ある｡ 大腸菌細胞膜上 に は､ キ ノ ン の他
に ､ フ ェ リ シ アナイ ド､ メ ナジオ ン
､ DCp 等を電子受容体 とする活性
が認め られ息o 予試験 の結果､ こ れらの 酵素活性のうち フ ェ リシ ア ナイ
ドを電子受容体とする活性 は蔑も比活性が高く ､ また大腸菌 NQR-1 の
特異的な基質 で ある d- N A DH を電子供与体 と した時も高い 反応性を示し
たo ミ トコ ン ドリ ア の N A D H-quino n e r edu cta s eは ､ N ÅD H-fericyanide
debydr oge n ase 活性を示す フ ラ グ メ ン トを含 ん で い る こ と はよく知られ て
い たの で(42,43)､ 大腸菌細胞膜 の N A D H-ferricyanidedehydr oge n a s e活性
も ､ NQR -1と何等かの関係を持つ 可能性が考えられた｡
そ こ で ､ N A D H-quino n e redu ctas e活性及び ､ N A DH -fe ricya nidedehydr &
gena s e活性の 分離 ･ 精製法を検討した｡ 続 い て精製された酵素と ､ 細胞
膜分画 の NQR-
▲
1､ NqR -2 の性質を比較し､ こ れ らの 関係を検討した｡
1 I N A DH -fe rricyanide dehydrogena s e(N F D)i N A D H-
quin one redu cta se(N Q R)の 分離 と精製
表3-1 には以下 に述べ る精製の結果をまとめ た ｡
1 - 1 膜分画 の E D T A処理及び､ 酵素活性 の可溶化
一 般 に ､ 呼吸鎖 の酵素類は月旨質二重層 に組み込まれ た形で存在して い
21
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詞
る もの と考えられて い る(2)｡ こ の様なタ ン パ ク 質を機能的に安定な状態
で取り出し分画 ｡ 精製を行う にほ ､ 界面活性剤等によ る可溶化操作が必
要とされる｡ 筆者が用 い た方法で は､ 膜分画を5m M E D T Aを含む緩
衝液で洗浄する こ と により ､ マ グネシウ ムイ オ ン などを膜 との 結合因千
とする タ ン パ ク質類を除去した後､ 可溶化操作を行う｡ こ の E D T A処理
によ り､ 膜分画 から は NQR-1 の 特異的基質で ある d_ N A D削 こよ る エ ビ
キ ノ ン ー1 の還元酵素活性 が ほぼ完全 に失われて しま い ､ NqR-2 の活性
の み が保持される｡ しかしな がら､ E D T A処理 は今回筆者が精製した酵
素の 可溶化 に重要で あ る . 即ち ､ N A DH -quin o n e r edu cta s e活性を指標と
した場合､ E D TA で処理 しな い 膜分画からの可溶化率ほ ､ E D T A処理 し
た場合の 25 %程度に過ぎなか っ た ｡
また､ E D T A処理 の過程で上晴に NA D H-fericya nidedehydr oge n as e活
性が 40 %分離されたが ､ その 性質から､ こ の分離された酵素活性の 60
- 70 馴ま膜分画調製時に混入する細胞質に由来するも の で ある と考えら
れ た ｡
以上 によ り得られた E D T A処理後 の膜分画か ら､ 酵素活性を可溶化す
る た め い く つ かo?界面活性剤を検討 した結果､ 非イ オ ン性界面活性剤
C
12
E
8
に より､ NF D活性は 75%､ NQR 活性は55%､ それぞれ可溶イヒする
こ とが出来た｡
l - 2 D E A E-Sephc a c el カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー
C12E8可溶化分画を部分精製及 び核酸除去目的の ため ､ c12E8共存下 に D
E A R-Sepha c elカ ラ ム に かけたo 本過程の前後で A2JA2BOの比 を1.1 からo.
23
8 に減少させ る こ とが出来た｡
i - 3 T S KgelD E A E-5 P WH P L C
1 - 2 で得た DEAE-Sephcacel分画まで は界面活性剤として C
IP8を彰紬口
して い たが ､ 以降の 精製に は より可溶化力が強く良好な分離結果が得ら
れ る非イオ ン性界面活性剤 Lipo n o xDCH を用 い たo なお ､ 高濃度の Lip
on ox D C H中 で は ､ 酵素類はよ り不安定になる ため ､ D E A E-5P W時の Li
po n o xDCH 浪度 は0.1% に設定し､ カ ラ ム から酵素を溶出後､ 迅速 に Li
pon ox DCH 渡度をo.o2% まで 下げる こ とで 失括を抑制した.
図3-1 中に示した塩化ナ トリウ ム の直線浪度勾配 で溶出を行 っ た と こ
ろ
､ 保持時間約 5O分 (270m M 塩イけ トリウ ム)で N AD H-fe rricya nide
debydr oge n ase 活性が ､ 約 75分(320m M 塩化ナトリウ ム)で N A D H-
quino n eredu ctas e活性がそれぞれ溶出され､ 両者を分離する ことが出来
たo そこ で N A DH- fericyanidedehydr oge n a s eを N FD ､ N A D H-quinone re-
du cta s eを NQR と名付けた. その ほか60分付近 に N 和､ NQR の小さ な
ピ ー ク が認め られた が､ 以 降の 精製で は主 たる ピ ー ク で より比活性の高
い
､ 50分付近の N F D及び ､ 75分付近の NQRを用 い た ｡
l - 4 N Q R の D E A-5 P W によ る再ク ロ マ トグラ フ ィ ー
1 - 3 で分離した NqR は ､ 再び TSK gel DE A E-5P W H P LC にか ける こ
と によりさら に精製を進め た. 第 一 回と同条件下､ 親衛液総容量 330ml
で
､ 150m M から400皿 M まで の 塩化ナトリウ ム の 濃度勾配 により溶出を
行 っ た. 表3-1 に示 した様に ､ こ の 過程で最も比活性の高 い 画分は ､ リ
ク ロ マ ト以前の約2倍に精製で きた ｡
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1 - 5 N F D の B io - ge[ H T Pク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
ー 方､ 1 - 4 で分画した 凧 の精製にほ Bio-gel HTPを用 い た. カ ラ
ム 条件を検討した結果､ 図3-2 のb､ c に示すよう に F MN を共存させ る
こ と に よ り酵素の失括を防げる こ とが明らかとな っ た . 即ち ､ N F D溶
出位置は F M N の有無に関係なく同 一 であっ たが､ 回収率及び､ ピ ー ク
部分 の 比活性 とも F MN存在下 の場合がよ り高か っ た. な お この 保護効
果はF AD では置き換えられなか っ た. こ の F MN の 効果は後述する様 に
N F Dが F M N含有タ ン パ ク 質である ため と思 われる .
そ こ で ､ 10〃 M F M N共存下 で 精製 を行 っ た結果､ 図 3-2a に示したよ
うにr m は リ ン酸漉度約 7 0m M で溶出され た o
以上の 精製の結果､ 膜分画から ､ 基質特異性の異なる 2種類の酵素､
即ち､ N F D､ NQR を分画 ･ 精製する ことが出来た. E D T A処理後の膜小
胞分画と比較した場合､ 表3-1 に示したよう に ､ NF Dほ比活性で約90
倍に精製され､ 収率ほ約 15 %､ NQR は比活性で約35倍 に精製され､ 収
率は 2 % であ っ た｡
2 ･ 精軸酔素 の蛋白質組成と フ ラ ビ ン 分析
2 - 1 N F D､ NQR のタ ン パ ク質組成
以上精製された N n入 NQR を sDS-P AGE にかけた. 図3-3a に示した
ように N F Dに は分子量約 48kDa､ 96k Da の もの が主た る バ ン ドと して認
め られ たが ､ 種々 の分画を検討した結果､ 48 K Da の も の が活性の本体 と
考えられた. - 方､ NQR は図3-3b に示したよう に分子量約47k Da の バ
26
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ン ドが渡縮されて い たo なお ､ 結果は示さな い が､ sDS の 代わりに 0.1
% Lipo n o xDCH を添加し､ タ ン パ ク質を活性を保持したまま泳動後､ 活
性典色法 により特定された活性バ ン ドを切り出し, S D S,P AGE で分析し
て も､ こ れらの バ ン ドが確認された｡
2 - 2 フ ラビ ン の 分析
精製した N F Dと NQR の フ ラ ビ ン含量を定量 した. 表3_2a に示した
通 り､ N F Dは 1mg タ ン パ ク質あたり 12.7n m ol の F MN を含 ん で おり F A
D は検出さ れなか っ たo 精製の最終段階である Bio-gel H T Pカラ ム ほ F M
N 共存下 で展開さ れ て い る o そ こ でその 前段階であ る DE A E-5P W分画
の N F Dを分析をした と こ ろ ､ 同様に F M Nが主たる フラ ビン で あ っ たo
従 っ て ､ 最終標品で検出されたF M Nは精製過程か ら混入したもの で は
な い と考えられ る. 一 方､ NQR ほ1mg タ ン パ ク 質当り3.On m ol の F A D
を含ん で おり ､ また F MN は総 フ ラ ビ ンの 4% に過ぎなか っ た ｡ な お､ F
MN､ F A D の確認は薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー により行 っ たo
以上 より NF D
l
は F M Nを､ NQR は FA Dを補酵素とする こ と が分か っ
た｡
3 . 精勲酵素の性質
3 - 1 マ グネ シウ ム イ オ ン 及 び ､ 界面活性剤要求性
NF D
､ NQR とも､ 活性測定の際 ､ マ グネシウ ムイ オ ンが存在する と
顕著な活性の増強が認め られ たo N 和 の場合､ 図3-4 の左図に示したよ
うに ､ マ グネシ ウ ム イ オ ン浪度約20m M で ほ ぼ最大活性が得られ ､ マ グ
29
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ネ シ ウ ム 非存在下 に比 べ ､ その 活性は 批 ･5倍に増加した｡ こ の様な効
果は膜分画及び､ 精製初期段階の分画で も認められたo 一 方､ NQR の
場合､ 最大活性は約5m M で得 られ､ 特 に0･02% Lipo n o xDCH の共存下
で は活性 は約4倍 に増加した｡
図 3-4 の右図に は NQR に対する界面活性剤の効果を示 したo Lipo n ox
D C H､ Cl声8 どち らに よ っ て も活性は増加したo 図中には マ グネシ ウ ム
イ オ ン が存在しな い 場合の界面活性剤の効果を併せ て 示した｡ 同様の罪
面活性剤 の効果はshapiro らが精製した N ÅD =-quin o n e ,edu ctas eでも報
告されて い る(37)o なお､ NQR に対する界面活性剤の効果は C
12
E
8
によ
る可溶化操作以前の分画で は認められなか っ た . 一 方､ N 和 は ､ 用 い
た濃度で は Lipono xDC= 等の 非イ オ ン性界面活性剤に よ っ て ほその 活性
に顕著な影響は受けなか っ た が ､ o･o5 % S D Sが反応液中 に存在する と
活性 は完全 に失なわ れた ｡
3 - 2 基質特異性
表 3-3 に は､ N FD ､ NqR の各基質に対する特異性を示した ｡
N F D の場合 ､ NA D H､ d- NA D =どちら とも高 い 反応性 を示した｡ ま
た､ 用 い た電子受容体のうち ､ フ ェ リ シ アナイ ドの場合 に最も高い 活悼
が得られ たo 一 方､ エ ビキ ノ ン ー1 をキ ノ ー ル に還元する活性 は全く認
め られなか っ た ｡
NQR の場合 ､ どの 電子受容体を用い た場合で もd- N ADH と は全く反
応しなか っ †たo 一 方､ NA D Hを電子供与体とした場合､ 用 い た電子受容
体のう･ち ､ エ ビキ ノ ン ー1 の 場合 に最も高い 活性を示した｡ また､ フ ェ
リ シ ア ナイドとも僅かに反応 し､ その 比活性は ユ ビキ ノ ン ー1 を電子受
32
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容 体 と し た 場 合 の 約 1 0 分 の 1 で あ っ た ｡
こ れ らの 酵素はメ ナジ オ ン ､ DCP とも弱 い なが ら反応性を示した.
3 - 3 阻害剤 の効果
図 3-5 には ､ NQR に対する N A DH dehydr oge na s eの 阻害剤 の効果を示
した｡
NQR は ､ ミ ク ソ チ ア ゾ - ル ､ HQN O でほ阻害されなか っ たが ､ ジク
マ ロ ー ル ､ 5
.
- A M P では強く 阻害された o 既に報告された N A D H-quin one
r edu cta s eは 5
'
- A M Pに高感受性(37)で あり､ こ こ で精製した NQR は こ
れ と同様の性質を示した｡
一 方､ m は こ こ で 用 い た どの 阻害剤によ っ て も阻害さ れな か っ た o
4 ･ N F D､ N Q Rと 細胞膜上 の N Q R-1 ､ N O R- 2 の 性質 の比較
4 - 1 電子供与体前処理 に よ る効果
大腸菌細胞膜上 に存在する N A D Hdehy血oge n a s e活性を電子受容体の
存在しな い 条件で ､ 電子供与体 と前処理する とその 活性が減少する と い
う現象は ､ Gutm a nら(44)､ Mats u sbitaら(34)ら によ り報告さ れ て るが詳
細 に ほ検討さ れて い なか っ た . 今回精製され た N 和 は ､ 予試験の段階
で 電子供与体前処理 により容易 に失活する こ とが分か っ たの で ､ こ の性
質を詳細 に検討し以下 の解析 に利用した｡
図3-6a
,b に は､ NF D､ NQR を電子受容体で フ ェ リシ ア ナイ ドまた は
エ ビキ ノ ン ー 1 の存在しな い 条件で ､ 電子供与体 により前処理 した時の活
性 に対する影響の経時変化を示したo 実験は ､ 反応液中で酵素を電子供
34
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与体添加､ 電子受容体漆加ま た は非添加の灸件 で 30
･
c で 図中に示した
時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ 残りの 基質を添加 し反応を開始する こ
と に より行 っ た ｡
N F D の場合､ 図3-6a に示したように､ 電子供与体､ 特に d- N A D Hに
よ る前処理 で非常 に容易に活性を失 っ た o しか し､ 酵素の み の場合､ ま
た ほ電子受容体と前処理 した場合､ で は活性は ほ と ん ど変動しなか っ た
,0
NQR の場合 ､ N 和 と は逆 に､ 図3-6b に示したように N A D H で の前
処理 に より エ ビキ ノ ン ー1 ､ フ ェ リ シ アナイ ド､ どち らを電子受容体とし
た場合 で も ､ 活性の 増強が認め られた o エ ビキ ノ ン 1 を電子受容体と
した場合､ そ の 活性化の程度は最大で 1･3倍前後だ っ たが
､ フ ェ リ シ ア
ナイ ドを電子受容体とする と ､ 比 活性で 3倍程度の活性イヒが認め られた ｡
なお NQR を d-NA D Hで 前処理した後､ N A DH を添加し活性を測定した
場合 に は ､ こ の様な活性化 は認められなか っ た ｡
以上 から ､ w D は ､ 電子供与体前処理により特異的に失活する こ と
が分か っ た o 一 方､ NQR は同様の処理 により､ N A D Hによ っ てむ しろ
活性化さ れ る こ とが分 か っ た o こ の NQR と N F D の遠い は､ N 和 の特
異的失括反応として利用 で きる ｡
そ こ で こ の 方法を用 い ､ 膜分画の酵素類の解析を行 っ た ｡ 図3-6c に
示したよう に､ d- N A D H前処理 の場合､ 膜分画の d- N A D叶fericya nide
dehydroge n as e活性は ､ 精製 した N F Dと同じく ､ 容易に失活する性質を
示したo 同様の 性質ほ図3-6d に示した よう に ､ d- N ADH と反応する N A
D H-quino n e r edu cta s e活性､ つ まり1NQR-1 にも認め られ た o しかも ､ こ
の 時の 両者の失括パ タ - ン はよ く相関して い た .
一 方､ N A DH 前処理 の 場合､ 図3-6c,d に見られ る よう に N A D H-fe,ri_
3 8
cya nidedebydr oge n as e活性 ､ N A DH-quin o n e redu cta s e活性は部分的な失活
しか起 こさなか っ た o こ の 残存活性は､ 先に述 べ た精製した NqR で認
め られ た N ÅD Hとの 前処理 による活性化の性質が寄与する と考えられ
た ｡
以上 の結果から ､ d- NA D Hと反応する酵素群､ 即ち ､ 精製した N 和､
膜小胞分画の d- N A D H-femicya nidedehydroge a s e活性及 び NQR-1 は ､ d- N
A D H で の前処理 により容易に失活する と い う性質を持 つ ことが明らか
とな っ たo こ の 先括の メ カ ニ ズ ム は
､ 膜分画を用 い た解析の際､ 電子伝
達を エ ビキ ノ ン -1 や フ ェ リ シアナイ ド へ バイ パ ス させ る方法と して シ
ア ン 化カ リ ウ ム の 代わ り に ､ 窒素置換に よ り嫌気条件と した場合 でも 同
様の失括が起 こ る こ とから ､ こ れらの 酵素が還元型 になる た め と考えら
れ た ｡
な お､ 図 3-7 に示したよう に精製した N FD の失括は F MN が共存する
こ と によ り部分的に抑制さ れたo 実験は電子供与体前処理の際､ 横軸に
示した濃度の F M Nまた は F A Dを共存させ ､ 非添加の場合と比較する こ
と に より行 っ たo F M N の代りに F A Dを用 い た場合には こ の 失格抑制は
認め られず､ こ の効果は F MN に特異的であ っ た ｡
4 - 2 反 応速度論的解析
次 に精製酵素及び ､ 膜分画の酵素活性の ､ N A D H､ d- N A DHに対する
反応速度論的解析 を行 っ た ｡
N和 の 場合､ 表3-4a に示したように ､ d- N A DH ､ N A D Hに対する見
かけの ミ カ エ リ ス 定数(Km)はそれ ぞれ ､ 8･8p M ､ 7.3〃 M であ っ た .
～ 方､ NQR の場合､ エ ビキノ ン -1 へ の 電子伝達反応を測定する と､ . N A
3 9
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D Hに対する見かけの Km は 97FL M であ っ た . 4 - 1 で示 した ､ 電子供
与体前処理 に よる括性化操作後で ほ ､ Km は 48〃 M となり､ こ の 活性化
が N A D Hへ の親和性の変化 による もの である こ と が示唆された｡ 一 方､
NQR の フェ リ シ ア ナイ ドへ の 電子伝達反応の活性を測定した場合め N A
D Hに対する見か けの Km は約44jL M であり､ 電子供与体処理前後で変
化はなか っ た｡
以上 よ り精製酵素で は N F Dは NqR に比 べ 電子供与体に親和性が高 い
こ と が分 か っ た ｡
図 3-8 に は膜分画 の 解析結果を両道数プロ ッ トで 表した o こ の N A D H
か ら ユ ビキ ノ ン ー1 へ の 反応で は両逆数プロ ッ トは明かな 二相性を示し､
各々 の N A D Hに対する見かけの Km を求め ると ､ 高親和性の もの は 19
〃 M ､ 低親和性の もの は 43〃 M であ っ た ｡ 一 方､ d- N A D Hを用 い た場合
に は ､ こ の様な 二 村性は示さず､ Km は 22〃 M であり ､ N A D Hを用 い た
場合の高親和性の もの に相当 したo NQR-1 は d- N A D Hとも反応 し ､ NQ
R -2 は NA D H のみ と反応する こ とから､ こ れら 2 つ の Km は高親和性の
もの が NQR- 1 の 性質を ､ 低親和性の もの が NQR -2 の性質を ､ それ ぞれ
反映して い る と考えられた｡ こ の 結果はすで に報告(34)さ れたもの とも
- & L[=.
一 方 ､ フ ェ リ シア ナイ ドを電子受容体と した場合は ､ N A DH ､ d_ W A D
H どち ら を用 い た場合 にも､ K m は高親和性の も の しか定まらなか っ た ｡
表 3-4bに は､ 膜小胞分画 を用 い た場合の解析の結果をま とめ た ｡
以上 か ら､ d- N A DH とも反応する酵素群､ 即ち ､ 精製 した N F D､ 膜
小胞分画の N A D =-ferricya nidedehydr oge as e活性及 び NQR-1 は､ N A D H､
d- N A D Hどちら に対して も高親和性であ る と い う共通 した性質を持 つ こ
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4 3
とが分か っ た｡ 精製 した N F D の償が変化して い る の はリ ン月旨質等の影
響で ある と推定され る . これ に対し､ N A D H のみ と反応する酵素群､
即ち精製 した NQR､ 膜分画の NqR-2 は､ N A D削 こ対して 親和性が低 い
と い う逆の性質を持 つ こ と が分か っ た ｡ また ､ NQR に存在する N A D H
か ら フ ェ リ シ アナイ ド へ の 電子伝達を触媒する酵素活性も N A D Hに射
し低親和性の性質を持ち ､ こ の 活性が N F D の混在によ るも の で はな い
こ と が こ こ で も示された｡
4 - 3 反 転膜小泊の 膜 電位形成能と酵素活性の 関係
図3-9 に は ､ 反転膜小胞 の膜電位形成の様子及 び ､ 酵素活性との 関係
を示した. 左 図の ト レ ー ス a,b に示 した通り､ ユ ビキノ ン ー1 を 電子受容
体 と した場合､ N A D H､ d- N A D Hどちら によ っ て も膜電位が形成さ れ た ｡
こ の 時､ 膜電位 が ほ とん ど維持されな い の は ､ 非常に多量 の膜小胞を用
い て い る た め ､ 基質で ある エ ビキ ノ ン ー1が即座 に消費さ れ るか らで あ
る . 一 方､ 図中に は示さな い が､ フ ェ リ シ アナイ ドを電子受容体とし
た場合 に は ､ N A D H
.
､ d-N A D Hどち らによ っ て も膜電位は形成されなか
つ た o こ の膜電位形成能に対しても4 - 1 で 述 べ た電子供与体前処理を
行 っ た と こ ろ ､ 図3-9､ 左図の ト レ ー ス c,d に示した様に ､ N A D H､ d- N
A D Hどち らと前処理 しても膜電位形成能は減少し､ 前処理 を しな い 場
合 の 約 30% とな っ た ｡ しかも ､ N A D H で前処理した場合は ､ d- N A D H
で 前処理した場合に牧べ ､ 膜電位がほ とん ど維持されな い ことから､ N
A D Hとの 前処理 で失活しな い 酵素は膜電位の形成を伴わず ユ ビキノ ン
ー 1を消費した. ,
次に ､ こ の膿電位形成能と各酵素活性の関係を詳細 に検討する た め ､
44
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電子供与体前処理を行 っ た時の酵素活性の経時変化を調 べ た所 ､ 図3-9､
右図に示したよう に ､ d- N A DH と前処理する こ と により ､ 膜電位形成能
の減少と ､ d- N AD H-fericya nidedehydr oge n as e活性及び､ d- N A DH_
quin o n e r educta s e活性の失活は平行して起 こ っ た. - 方､ d- N A D Hとの
前処理後､ o･1mM N A D Hを添加し､ NA DH-quin o ne redu ctas e活性を測定
する と､ こ の 活性は充分 に保持されており､ 膜電位形成能の失括とは棉
関しなか っ た｡
以上 の 結果から反転膜小胞に おける膜電位形成能も電子供与体前処理
に感受性であり､ そ の 失括は N A D= - icyanidedebydr ogenas e活性の 失
括と相関する こ と が分か っ た o また ､ d- N A DH と反応するN A DH _
quin o n e redu ctas eの み が膿電位形成を行うこ とが分かり､ こ れ は以前の
報告(34)とも 一 致した｡
5 . 考察
5 - 1 分画 ･ 精製及 び精製酵素の性質
大腸菌細胞膜か ら N F D､ NQR を異なる画分と して精製する こ と に成
功したo NFD の本体 は分子量約 48k Da の もの で あり ､ NQR は 47 K Da の
も の で ある ｡
NF Dは ､ FMN を補酵素と し､ マ グネシ ウ ムイ オ ン に より顕著に活性
化されるo 本酵素は ､ 電子供与体前処理 により非常に容易に失活する と
いう特徴を持 つ o こ の 先括が FM N で特異的に抑制さ れる こ と
､ 精製の
際に F MN が必要である こ とから､ N F Dに含まれ る F M Nは補酵素とし
て確か に機能して い る と考えられ る ｡
4 6
こ の N F Dに類似 した性質を持つ 大腸菌細胞膜由来の N A D H-ferricya-
nide debydroge n as e活性を持つ 分画は Gutm a nらによ り報告(44)されて い
る が ､ 彼らの用 い た分画は ､ 凍結 ･ 融解 した膜小胞分画の洗液で あ る こ
と及 び ､ そ の性質から ､ 聾者の精製 したN F D､ NQRが混在するもの であ
る と考えられ る o こ の 報告を除 い て は ､ 大腸菌細胞膜の NA D H_fe,ri_
cya nidedehydroge n a s e活性 に着目した解析は ほ とん ど行わ れ て お らず､
筆者の 得た N F Dは ､ 本菌細胞膜か らの ､ フ ェ .) シアナイ ドに特異性の
高い NA D H-dehydrogena se の精製例 の は じめて の も の で ある ｡ また ､ N F
D の性質は ､ NQR と は大きく異な るの で ､ NF Dが NQR に由来する もの
で な い こ と は明らか で あ る ｡
一 方 NQR は ､ F AI)を補酵素と し､ そ の 酵素的性質から､ 既 に分画 ･
精製され ､ また遺伝学的解析から明らか にさ れ て い る大腸菌呼吸鎖の
N A DH -quin o ne redu cta s e(3 7-41)と同 一 の もの と考えられ る ｡ また ､ こ の
NqR の新た な特徴と して ､ マ グネシ ウ ム によ り活性化される こ とが分
か っ た ｡
5 - 2 精製酵素と膜小泊分画 の酵素活性の 関係
精製された w Dと膜分画の N A D H-fe rricya nidedehydr ogenas e､ 特に ､
d- N A DH -fe rricyanidedehydroge n as eの 活性は ､ 電子供与体前処理 で容易 に
失活する こ と及び ､ 電子供与体 に対し高親和性である こ と から ､ N 和 が､
膜分画の d- N A DH -femicya nidedehydroge n as eで ある こ とは明らかで ある ｡
次に ､ NFD の性質と ､ エ ネ ル ギ ー 共役型酵素で ある NQR-1 の反応 を比
較検討する と ､ a)N F Dと NQR11 は電子供与体に対する特異性が同 じで
あり､ b)電子供与体前処理 により両者とも容易 に失活し ､ 膜分画 で は両
47
者の失括が平行して起き ､ c)こ れらの 酵素ほ電子供与体に高親和性を持
つ o 従 っ て 両者は､ 電子供与体 との 反応と い う面 から は､ 全く同 一 の も
の で あ る と考え る こ とが出来る. しかしなが ら､ d)N 和 ほ エ ビキノ ン _1
を キ ノ ー ル に還元 せず､ ら)膜分画 の N 和 は膜電位形成能を持たない｡
それ故 NQR-1 の反応 の い わ ば後半段階で は両者は異なる性質を持 つ ｡
一 方､ NQR は ､ 基質特異性､ N A DH に対する親和性､ さら に電子倶
与体前処理 に対する感受性とも ､ 膜分画の NQR-2 のそれ と - 敦した ｡
従 っ て ､ NQR は膜分画･の エ ネル ギ ー 非共役型酵素である NQR-2 その も
の で ある と考えられる｡
以上 から大腸菌呼吸鎖の N A D H-quin one reducta s e領域は 図3-10 に示す
ような構成を取る と考えられ る o 即ち ､ 今回精製さ れ た N F Dほ NQR-1
の N AD Hとの 反応 サ ブ ユ ニ ッ ト で ある o NQR-1 の電子伝達反応に は鉄
- イ オ ウ ク ラ ス タ ー が関与する(35,36)の で ､ N 和 中の F M Nを経由した
電子 は ､ こ の 鉄 - イ オウ タ ン パ ク 質を介してキ ノ ン へ 伝達される｡ ま
た､ 鉄 - イ オウ タ ン パ ク 質部分で プロ け 駆動力形成が行われると考え
られ る o なお ､ エ ネル ギ ー 共役塑酵素で ある NQR-1 の フラ ビン タ ン パ
ク 質部分の フ ラ ビン が F MN である こ とは今回初め て明らか に された辛
実で あり､ ミ ト コ ン ドリ ア の対応酵素(42,43)と 同様 で あ っ た こ とは興味
深い o 一 方､ 今回精製さ･YLた NQR は NQR-2 の本体と考えられる o
以上 によ り､ 大腸菌呼吸鎖の N A D H-quino n eredu ctase 領域の 構成を明
確 にする こ とが出来た｡
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第4 章 海洋細 菌 と大腸菌 の =AD= -quino n ereducta se の 比較
呼吸鎖に共役したナトリウ ム ポン プの存在は海洋細菌である v,alg7
･
-
n olyt7
'
c u sにお い て 最初 に報告された(5-7)o 以降､ 海洋を主たる生育環境
とする海洋細菌を始め と して多数の細菌にナ トリウ ム駆動型呼吸鎖が存
在する例が報告さ れ て おり(1,8,46･47)､ そ の存在は現在広く認識さ れて
い る o v
･ alg7
'
nolyb
･
c ロSは 大腸菌と同 じグラ ム 陰性梓菌で ある こ と､ ､ N
A DH-quinone r edu cta s e領域に つ い て 検討が進ん で い る こ と ､ さま ざまな
生化学的性状 に つ い て 知見が得られ て い る こ と(48-50)､ から研究対照 と
して 適 して い る ｡
本菌呼吸鎖の N A D =-quino n e redu ctas e領域に はナ トリウ ム依存性とナ
トリ ウ ム 非依存性の 2種籾の酵素活性が存在して い る(51)(図4-1) 0
これ は 阻害剤や変異株を用 い た実験よ り確認され て い る ｡ ナ トリウ ム
依存性 N A D H-quin o n e redu cta s eは単 一 に精製 さ れ て おり ､ α ､ p､ γ の
3 サブ エ ツ トからな る複合体 で あるo βサ ブ ユ ニ ッ トは F A Dを補酵素と
し､ そ れ の み で NADH を酸化 しメ ナジ オ ン を 1 電子還元する｡ 一 方､
α サ ブ ユ ニ ッ トは FM Nを補酵素と しγ サ ブ ユ ニ ッ トの存在下 ､ βサ ブ
ユ ニ ッ トと共同する こ と で ナトリ ウ ム依存 に エ ビキ ノ ン を ユ ビキ ノ ー ル
に 2 電子還元する o プ ロ テ オリ ポソ ー ム へ の 再棉成から こ の 酵素複合体
が実際にナ トリウ ム ポ ン プと して機青汁 る こ と が確認され て い る(48-50)0
従 っ て ､ 先に述べ た NAD =-quino n e redu ctas eの 区別に従えば ､ こ の V
a)ginolyb
'
c u sの ナトリ ウ ム依存性 N A D H-quin o n e redu ctas eは NQR-1 に分
類さ れ る｡
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＋
a
記
一 方､ ナ トリウ ム非依存性酵素に つ い て ほそ の タ ン パ ク質と しての 実
体及 び エ ネ ル ギ ー 共役能を持つ か否か に つ い て 全く不明 であ っ た ｡ 従 っ
て ､ この ナ トリ ウ ム 非依存性 NA D H-quin o ne r edu ctas eの 実体を明らか に
する こ と が以降の解析 に欠かせ な い ｡
そ こ で まず､ こ の ナ トリ ウ ム非依存性酵素の エ ネ ル ギ ー 共役能に つ い
て検討し､ こ の 酵素が NQR-1 であるか NQR-2 である か を解明する こ と
と した ｡
l ～ N A D H-quino n ereductas e領域 の 膜電位形成能 の解析
v･a)ginolytl
'
c usの細胞 を フ レ ンチ プレス で 破砕する こと によ り調製し
た反転膜小胞 の膜電位形成能を ､ オ キ ソ ノ ー ル Ⅵ を プロ づ として 測定
した o 序論 で述 べ た様 に膜電位形成は エ ネル ギ ー 共役能の 指標の 一 つ で
ある ｡
図4-2左側 には v･alg]
･
n olyb
･
c u s9g,生株から調製した反転膜小胞の膜電
位形成 の性質を示したo 左上部に示したよう に N A D Hから酸素まで の
電子伝達反応 で膜電位が形成され ､ こ の膜電位はプロ トノ フ ォ ア である
cc cp の添加 の み で は消失せ ず､ ナ トリ ウム と プロ トン の 逆輸送を触煤
する モ ネ ン シ ン の 添加に より初めて完全 に解消さ れ た｡ 同様 の現象は左
下 に示 した N A D Hか ら エ ビキ ノ > -1 へ の 電子伝達反応､ 即ち N A DH+
quin one r educta s e領域 を測定した場合 にも認め られた｡ こ れらの こ とは
v･a[glD Olyb
'
c u s呼吸鎖の ナ トリウ ム ポ ンプが NA DH -quinone redu ctas e領域
に局在する と い う知見と 一 致し､ また測定条件が妥当 で ある こ とが分か
る ｡
一 方､ 左側 に は NQR-1欠損変異株 である Napl の 実験結果を示した｡
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右上部に示した様に N A D Hから酸素まで の 電子伝達反応で膜電位が形
成さ れ ､ 野生株の場合と異なり c ccp の添加に よJ.り完全に膜電位 は解消
したo 従 っ て ､ こ の 反転膿小胞が膜電位測定を行う に適した状態で あり ､
ま た NQR-1 が欠損して い る こ とが分かる . こ れ に対し､ N A D H-quin o n e
r educ ta s e領域を測定した場合､ 膜電位 は全く形成さ れず､ こ の Napl の
N A D H-quino n e r edu cta s e領域は エ ネル ギ ー 共役能を持たな い こ と が明ら
か とな っ た ｡
以上 よ りv･algI
'
n olyt7
･
cu s 呼吸鎖の ナ トリウ ム非依存型 N A DfI-quino n e
redu c ta s eほ NQR-2 に分類され る こ とが分か っ た ｡
続 い て ､ 本酵素を精製したo この 酵素は精製後も ナトリ ウ ム依存性 は
認め られず､ HQN O､ 亜鉛 ､ 5･ - A M Pな どの 阻害剤 に感受性であり､ S D S
-p A G E上 で 4 4と 75 K Da の 2 つ の タ ン パ ク質が認められ ､ 至適pH は 6.
8 - 7･8 で､ エ ビキ ノ ン ー1 と ピン ポ ン機梢で反応する性質を持っ て い た ｡
次に ､ 海洋細菌 と大腸菌の N A D H-quin one reducta s e領域の 酵素の性質を
比較を行 っ た ｡
2 ･ 海洋細菌 の酵素 に対する電子供与体前処理 の 効果
先 に第3章で行 っ た 電子供与体前処理 の効果を海洋細菌の酵素でも検
討したo 図4-3 に示 した ように NQR-1 は N A D Hと前処理する と容易に
失格したが エ ビキ ノ ン ー1 と前処理しても失括は ほとん ど認められず､
こ れは何も加えず酵素をイ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した場合も同様だっ た . 一
方､ メ ナジ オ ンを用 い て NQR- 1 のβサブ ユ ニ ッ ト部分の みを測定して
も NA D H で前処理 した場合に は失括が認め られた｡
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単離したpサ ブ ユ ニ ッ トの 場合､ NQR-1 の場合と同様､ N A D H で前
処理を行うと酵素は容易に失活したo こ の 時､ 対照実験で は失括は認 め
られなか っ た｡
‾ 方､ NQR-2 の場合､ N A D Hで 前処理する と酵素は 2分間で約 40鹿
失活したが ､ 対照実験で ある エ ビキ ノ ン ー1 前処理 で は より顕著な失宿
が認 め られ た o 従 っ て ､ NQR-2 のN A DH 前処理 に よ る失括は特異的な
も の で はな い こ とが分か っ た ｡
以上 より ､ 海洋細菌の酵素のうち NQR-1 は電子供与体前処理 に感受
性で あり､ その 失括は NqR-1 のβサブ ユ ニ ッ ト部分 に起因する こ と及
び ､ NQR-2 は非感受性である こ とが分か っ た ｡
3 ･ 各酵素 の キ ノ ン 還 元様式
フ ラ ビ ン を補欠分子 とする酵素が ､ エ ビキ ノ ンな どの キ ノ ン 化合物を
還元する際に は ､ 1 電子還元する場合と2 電子還元する場合 があ る(52)0
1 電子還元さ れた場合､ キ ノ ン は セ ミ キ ノ ン ラ ジカ ル となり､ この セミ
キ ノ ン ラ ジ カ ル は酸素 によ り自動酸化を受けキ ノ ン に再酸化される の で ､
酸化還元 サイク ル が形成されるo 一 方､ 2 電子還元された場合には キ ノ
ン は比較的安定な キ ノ ー ル となる o N A D= と反応する酸化還元酵素がキ
ノ ン化合物を 1 電子還元する か ､ 2 電子還元する か はそ の 酵素の性質に
よ っ て い る o 1 電子還元型酵素の場合に は先に述べ た酸化還元サイク ル
の 形成 の た め ､ 反応液中に添加された キ ノ ン量以上 の N A DH の 消費が
起き､ しか も キ ノ ー ル が形成されな い の に対 し､ 2電子還元型酵素の場
合､ NA D H の消費と キ ノ ー ル形成が化学量論的に進行する (図
■
4-4下部) .
従 っ て ､ N AD =消費 と キ ノ ー ル形成の 量的関係を調 べ れ ば ､ その 酵素の
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5 8
キ ン 還 元 様 式 を 知 る こ と が 出 き る
大腸菌 肝 D の場合､ N A D Hが消費され反応が進行して い る にも係わ
らずキ ノ ー ル形成 は認め られな か っ たの で (図4-4左) ､ 本酵素は 1 電
子還元型 であ っ たo 一 方､ 図 4-4 右に示 した ように大腸菌 NQR-2 では
N A D H の消費と キ ノ ー ル の形成はよく相関しており､ こ の 酵素は 2電子
還元型 で ある こ とが分か っ た ｡
一 方､ v･alg7
'
n olyt7
1
c u sの NQR-2 は図4-5右 に示 した よう に2 電子還元
型 の性質を示し た ｡ こ れ に対 し単維したβサ ブ ユ ニ ッ トは図4-5左 に示
した よう に 1官民子還元 型の 性質を示 し､ こ れ ま で の 知見と - 致 した .
4 ｡ 免疫学的比較
図4-6 に はイ ム ノ ブ ロ ッ テイ ン グ によ る各酵素間の免疫学的相同性の
検討結果を示したo 抗大腸菌 N 和 抗体及び抗海洋細菌 NQR-1抗体は ど
ち らもそれぞれ大腸菌 N F D､ 海洋細菌 NQR-1 のみ と反応した o こ れに
対 し､ 抗大腸菌 NQR-2抗体 ほ大腸菌 NQR-2 の他 に ､ 海洋細菌 NQR-2
と交差反応する こ と が分 か っ た ｡
5 . 考察
表4-1 に は以上 よ り明らか とな っ た海洋細菌と大腸菌の N A DHluin ode
r eductas e領域の性質をま とめ た ｡
両細菌の NqR-1 とも NA D =との 反応を司る フ ラ ボタ ン バ ク質､ 即ち ､
βサ ブ ユ ニ ッ トまたは NF Dを含む. こ れらの フ ラ ボタ ン バ ク質は どち
らも電子供与体前処理 に より容易 に失活する性質を持ち､ キ ノ ン の 還元
様式は 1 電子還元 型 で ある o 一 方､ どち らの NQR-2 とも電子供与体前
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処理 に非感受性 であり キ ノ ン の 還元様式ほ 2電子還元型である｡ また ､
免疫学的にも相同性が高い ｡
以上 から､ 両細菌の NQR-2 はそれぞれ酵素 レ ベ ル ､ 分子 レ ベ ル で類似
する こ とが明らかとな っ たo 一 方､ NQR-1 の N A D Hと反応する フラ ボ
タ ン バ ク 質部分も共通 した反応機構を持 つ こ と が分か っ た ｡
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第 5 章 v･ algJ
'
n o/yt/
'
c u s呼 吸鎖 の quinolox J
･
da s e領 域 の解析
一 般に末端酸化酵素は補欠分子と して ヘ ム を含む. ヘ ム の 種類は ､ ヘ
ム a ､ プロ ト ヘ ム (ヘ ム b) ､ ヘ ム c ､ ヘ ム dな どで あり､ それ ぞ れの
ヘ ム含有タ ン パ ク 質は シ トク ロ ー ム a ､ シ トク ロ ー ム は どと呼ば れる 0
また､ 末端酸化酵素の シ トク ロ ー ム の な かで ､ ヘ ム bを含み酸素と結令
する機能を持 つ シ トク ロ ー ム を特 にシ トク ロ ー ム o と呼ぶ(53,54)｡ 大腸
菌の quin ol o xidas e領域に は シトク ロ ー ム o 型quinolo xida s e及び､ シ ト
ク ロ ー ム d型 quin oloxidas eの 2種類の酵素が存在 し､ プ ロ トン駆動
力形成を行うo こ の 大腸菌の酵素は末端酸化酵素の なか で ､ 最も解析が
進 ん で い る例 で あ る(54-56)0
一 方､ 海洋細菌 v･ alg7
･
n oIyb
･
c u s呼吸鎖の quinoloxida s e領域 に つ い て は ､
膜分画を用 い た分光学的解析 か らシ トク ロ ー ム と して ､ b､ c､ d､ o 型 が
存在し､ 8 型 が認められな い こ と(57)､ 細胞､ 反転膿小胞を用 い た解析
から こ の 領域がプロ トン駆動力形成の み を行う こ と(6,58)､ が報告され
て い る o しか しな がら､ タ ンパク質と して の 実体や酵素的性質に つ い て
は ほ と ん ど明らか で はな い o 従 っ て ､ 大腸菌の quin olo xida se と の 比較
の 剃 こ は ､ quin ol o xidas e領域の 酵素を精製する こ とが必要で あ っ た ｡
quinolo xidase の反応 は ､ ミ トコ ン ドリ アの 場合の ように ､ 実際には
quinol:cyt∝hro m e c酸化還元酵素(複合体ⅠⅠⅠ)と cyt ∝bro m e c o xidase(複合
体 rv)と い う二 つ の 酵素に より触媒さ れる場合と ､ 大腸菌の よう に単 一
の quin olo xidas e酵素複合体が触媒する場合がある(53,54,56)｡ 予 試験の
結果､ y･a]g7
･
n o]yt7
･
c usで は quin oloxida s e括性は充分認め られ､ また弱い
な がら cyto chr o m ec o xida s e活性も認め られ た o しか しquin ol:cyto cbr o m e
64
c 酸化還元酵素活性は ほ と ん ど認め られず ､ quinol･･cyto chr o me c酸化還
元酵素の 阻害剤である ミ ク ソ テ ア ゾ - ル に よりquin olo xidas e活性は ほ
とん ど影響を受けなか っ たo それ故､ quin ol:cytochr o m e c酸化還元酵素
は quinolo xidas e領域に関与しな い と思わ れた o そ こ で ､ 以降で は quin ol
o xida s eに着目し､ こ れ を精製する方法を確立し､ 次 にその 性質を検討
し､ こ れ まで に明 らか に さ れて い る大腸菌の quin olo xida s eの性質と比
較した｡
l ･ quino[o xida s eの 精 封
表 5-1 には以降に述べ る V･a)gL
･
noIytlc u sからの quinolo xida s eの 精製の典
型的な結果をま と め た｡
ー 1 酵素 の 可 溶化と DEA E-Sephacefカ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ
ィ ー
末端酸化酵素の 可溶化に は比較的高波度の界面活性剤が必要とさ れる
こ とが多い o その ため不要な･タ ン パ ク 質を可溶化以前に除去して おく こ
とが より重要とな るo 膜分画か ら不要なタ ン パ ク 質を除去する方法と し
て ､ 第3章で 用 い た E DT Aによる洗 削ま､ quinolo xidas eの収率が低 い の
で 適当 で はな か っ たo そ こ で界面活性剤に よる沈静法 を 馴 ､る こ とに し
た o 洗浄を行わ な い 場合の 可溶イヒ率は約 60% であり洗浄を行 っ た場合
地 べ 高収率で あ っ たが ､ 以降の精製に お ける分離が悪 い の で 洗静を行
つ た後 ､ 可溶化をする こ と と した o 界面活性剤濃度を検討した結果､ o.
5 %濃度の非イ オ ン性界面活性剤 Lipono xDC =によ る洗浄を行 っ た後､
5 %濃度の Lipo n o xDC= によ り可溶化を行うの が最も適当 で あ っ た ｡ こ
6 5
選書
0
■d 中一
G
O 富
JI 叫
P PZ q
ヨ e:
O
q
盈
名≡
呼 m
蒜 器 蒜 諾 哲
A b 9t Jd
甲 ㌣ 0 0 H
p
撃
CO
～
Lm 宅N 甲 - W 吋 y-I
m O ) W ET), 甲 If)
甲 軸 ∝〉 宅∋ 甲軒 宅N
m 甲 - Y -
胃管 宅N
雪空
a
Lの .呼d[ p
認 諾 蒜 謁 o' o
乱の ㈹ 甲 LS)
宅N 甲 甲 -
i=
0
-
J[ q
tP
氏)
柑
h
l中叫
0
塵選書署､琴曇
0
0
∫
I
J
也)
∽
66
a
叫EE
恥
o
6;岬
Q)i
諾ぃ
:9J
35慧
c
o
碕
.
5 e
U 画
e rlR
/イ
/
､n >
蓋等
&#
ヨ筆
書蒜
.s尊
.9e
芸買
楓 8
&%i
,工]
ー Pl
l O
LL) ∽
蝦
の 方法 に より ､ 沈静操作 で約50 % のタ ンパ ク質 を除去で き ､ 可溶化操
作で約30 %の 酵素活性 を可溶化でき た (表 5-1) o
こ の 可溶化酵素の活性は ､ 凍結や 4
･
c で の 一 夜程度の放置に不安定で
あ っ た の で ､ 可溶化後､ 迅速に D E AE-Sepba c el に負荷した｡ この 時､ 負
荷する容量 ､ カラ ム の 直径 と長さ の 比 ､ 線流速 は重要であ っ た ｡ 即ち ､
カ ラ ム を 同 じ容量 で長い も の に変えたり､ 線流速を減 じたりする とカ ラ
ム収率は30 %以下とな っ た o こ れらの現象は酵素が高波度の界面活性
射に不安定な為と思 わ れる. 月ヨい た条件 で の カ ラ ム 収率は 50 %程度 で
あ っ た o 得られ た活性分画 は 5 0% 飽和硫酸ア ンモ ニ ウ ム により濃縮 し
た o こ の 膿縮過程で の 収率 は 95 %以上 で あ っ た ｡ 得られ た浪縮分画 は
凍結せず次の精製段階に移 っ た ｡
1 - 2 T S Kgef D E A E-5 P W H P LC
1 - 1 で得られた D E A E- Sepha c el分画を D E A E-5PW H P L Cにかけた .
図 5-1中 に示 した塩化ナトリ ウ ム の 濃度勾配で溶出したと こ ろ保持時間
約65分 の と こ ろ に quin olo xidqseが溶出された. 出発材料である膿分画
を浸透圧 シ ョ ッ ク法で調製した場合､ ま た展開緩衝液に0.1m M E D T Aを
添加しな い 場合 には ､ 酵素活性は 45分付近 に溶出され主 たる タ ン パ ク
質の ピ ー ク と重なる の で ､ 良好な分離 を得る こ と は出来な か っ た｡ こ の
様な膜分画調製法の 遠 い やE D m の効果は､ 大腸菌の末端酸化酵素で報
告さ れ て い る(59)細胞外膜由来タ ン パ ク質と の相互作用 によ るも の と推
定さ れ る｡
以上 の H PLC に よりカラ ム の 前後 で此活性で 24倍精製する ことが出来､
収率は約 40 %で あ っ た｡
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1 - 3 Sepha c ryI S-30 0カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
D E A R-5P W分画をsepha c rylS-30 0カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー にか けさ
らに精製した (図 5-2) o 溶出 パ タ ー ン で は 3 つ の タ ン パ ク 質ピ ー ク が
認め られ ､ quin olo xida s eは最も高分子側に溶出された｡ なお ､ シトク ロ
ー ム は 3 つ の ピ ー ク の うち最も高分子側と最も低分子側の 2 ケ所 に溶出
さ れたo 界面活性剤をより可溶イヒカが強 い と される N - ラ ウ ロ イ ル ザ ル
コ シ ン 0･01% 浪度 に変えて も酵素の溶出位置 は変わ らな か っ た .
以上 の カ ラ ム によ り比活性で約6倍精製 で き た o こ の 標品を最終標品
と し以降の実験に用 い た ｡
2 ･ 精 製 quin oJoxidas e の 電気泳動
図 5-3左 に は精製酵素の非変性性ゲル 電気泳動パ タ ー ンを示したo タ
ン パ ク質 バ ン ドは 1本 の み で あり､ また こ の バ ン ドは ヘ ム 漁色 によ っ て
も決色されたo 従 っ て ､ 標品は ほぼ単 一 に精製されて い る ことが分か っ
たo . この 非変性性ゲ ル における Fergu s o nプ ロ ッ トの 結果から quin ol
o xidas eは こ の 泳動条件 で 288K Da の 分子量 を示 した (図5-4) .
一 方､ 精製酵素 をsD S-PA GE にか けた と こ ろ ､ 3 つ の タ ン パ ク質バ ン
ドが認め られ た (図5-3右) o 7種類の標品に つ い て ､ それぞれ の ク マ
シ ー プリ リ ア ン け ル ー R-250染色 における量比をデ ン シトメ トリ ー に
よ り調べ たと こ ろ ､ 高分子側からサブ ユ ニ ッ トⅠ､ ⅠⅠ､ ⅠⅠⅠと した場合､ ⅠⅠ
を基準 とする と､ I : ⅠⅠ･･ ⅠⅠⅠ - 1･04 ±0･08: 1 :0.34 ±0.04 であ りほ ぼ 一
定 して い たo ま た ､ 先 の非変性性ゲル で標品が ほほ単 - で ある こ と から ､
quinolo xidas eは少なく とも こ れ ら3 つ サ ブ ユ ニ ッ トか ら梢成さ れ る と考
えられ た ｡
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な お ､ こ れらの うちサ ブ ユ ニ ッ トⅠの S DS-P AGE で の移動度はゲ ル浪
度 に強く依存 し て い た o こ れ は大腸菌(60)や - c o noba cteTS Ubo xyda DS(20)
の シ トク ロ ー ム o 型 quinolo xidas eで も報告さ れて い る現象 で あり､ こ
の 場合､ 分子量算出に は Fergu s o nプ ロ ッ トが用 い られ て い る . またサ
ブ ユ ニ ッ トⅠはゲ ル浪度が低下する と拡散し､ 特 に 12% 以下 で は確認が
困難となる性質も持 っ て い た｡
以上 から､ こ の サ ブ ユ ニ ッ トⅠ に つ い て は Fergu so nプロ ッ トによ り､
サ ブ ユ ニ ッ ト Ⅱ
､ IIIGま骨法 によ り分子量を求め た. サブ ユ ニ ッ トⅠは 7
9K Da､ IIは 33 K Da､ ⅠⅠⅠは 14 K Da と算出さ れ た . なお サブ ユ ニ ッ ト 臥 Ⅰ
ⅠⅠ に つ い て は常法で も ､ Fergus on 法で も得られ る分子量 の差は ± 2 K Da
程度 で あ っ た o こ の 分子畳 は ､ さき に求め た酵素複合体がサ ブ ユ ニ ッ ト
Ⅰか らⅠⅠⅠ の 2 量体から形成される として も若干少な い o これは ､ より
低分子 の第 4､ 第5 のサブ エ ツ トの存在 によ る の かも しれな い ｡
3 ･ 精製酵素 の ス ペ ク トル 分析
3 - 1 吸 収 ス ペ ク ト ル
図 5-5 に は精製酵素の 吸収ス ペ ク トル を示 した o 酸化型 は 407n m に
､
還元型 は 427､ 531､ 561n m に吸収極大を示 した｡
3
:
- 2 差 ス ペ ク ト ル
図5-6 に は還元 ニ 酸化差ス ペ ク ト ル及 び ､ 一 酸化炭素 ･ 還元 - 還元差
ス ペ ク ト ル を示したo 還元 - 酸化差ス ペ ク トル で は 428､ 53 1､ 561n m
に吸 収極大が認 められ ､ シ トク ロ ー ム a の存在を示す60n m 付近及び ､
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シ トク ロ - ム d の存在を示す 615-630n m付近 に吸収は認め られなか っ た ｡
また ､ こ の 条件下 で α ピ ー ク に分裂や肩などは認め られなか っ た ｡
一 方､ 一 酸化炭素 ･ 還元 一 還元差ス ペ ク トル で は 416n m に極大､ 431n
m に極小 が認め られ､ 本酵素は典型的な シ トク ロ ー ム o 型である こと が
分 か っ た ｡
表5-2 に は酵素複合体 が2 で述べ た 3 つ の サブ ユ ニ ッ ト 1分子ずつ か
ら構成され る と した場合の各吸収帯の分子吸光係数をまと めた｡ なお ､
大腸菌の シ トク ロ ー ム o 型duinoloxida s eの 場合､ 還元 一 酸化差ス ペ ク
ト ル にお い て 5 60-580n m で 18･7(55)､ 24･2(61)､ 一 酸化炭素 ･ 還元 一 還
元差ス ペ ク トル にお い て ､ 416-430n m で 145( 5)､ 287(61)の研究者 によ
り異な る分子吸光係数 が報告さ れ て い る o こ れ らの 差異の 原 因に つ い て
は不 明 で ある ｡
3 - 3 酸化還 元 差 ス ペ ク ト ル に 対 す る シ ア ン処 理 の効果
シ ア ン ､ - 酸イヒ炭素などの リ ガ ン ドは末端酸化酵素として機能する シ
トク ロ ー ム の 酸素と反応する ヘ ム と結合するo こ の 様な ヘ ム をリガ ン ド
結合 ヘ ム と呼 び､ こ の結合性 は複数の ヘ ム か ら構成さ れ る末端酸イヒ酵素
の機能解析などに利用される｡
図 5-7 に は精製酵素を シ ア ン化 か) ウム存在下 で デ ュ ロ キ ノ ー ル によ
り還元 した場合の還元 一 酸化差ス ペ ク トル を示 した o 左側に示 した よう
に ､ γ 吸収帯の 山と谷の差 は ､ シアン処理 を しな い 場合 に比 べ ､ シ ア ン
処理 を した場合､ 1β 以 下 に減少したo こ れ に対 しα 吸収帯は シ ア ン 処
理 した場合 で も ピ ー ク の 高さ は約 70% 保持せれ て い た . 即ち ､ シ ア ン
処理前の γ / α 比 は 10 であ る の に対 し､ シ ア ン処理後で は 5.9 とな ぅ
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た o 従 っ て ､ 本酵素に は複数の ヘ ム が存在 し､ そ れ らのうちリ ガ ン ド結
合 ヘ ム の α 吸収体 へ の 寄与は 30 %程度 * と少な い こ と が分 か っ た ｡ 同
様 の リ ガ ン ド結合 ヘ ム の性質は大腸菌の シ トク ロ ー ム o 型 quinolo xidas e
で も報告さ れ て い る(62)0
* :寄与率の算出 に は ､ シ ア ン結合 ヘ ム が シ ア ン と結合した場合 α ､ γ
吸収帯両方で完全 に吸収を失 い ､ シ ア ン 非結合 ヘ ム は シ ア ン 共存下 で α ､
γ 吸収帯に影響を受けず､ また両 ヘ ム の γ 吸収帯 へ の 寄与が 1:1 であ る
こ と を仮定 した ｡
4 . 補欠分子族の 分析
4 - 1 精匙酵素 の ビリ ジ ン ー ヘ モ ク ロ ー ム ス ペ ク トル
一 般に シ トク ロ ー ム 中に含まれる ヘ ム の種類を特定する手段と して ､
ビリ ジ ン ー へ モ ク ロ ー ム 法がある o これ は ア ル カリ条件 で ヘ ム と ビリ ジ
ン を反応さ せ ､ そ の 後還元する こ と によ り ビリ ジ ン - へ モ ク ロ ー ム を形
成さ せ ､ そ の a 吸収 ピ ー ク の 波長 を測定する方法 で ある o 各ヘ ム の ビ リ
ジ ン - ヘ モ ク ロ ー ム は特有の吸収波長を持 つ の で これ により ヘ ム を同定
出来る(63)0
･ 図 5-8 に は精製quin oloxida s e及び ､ ヘ ム b含有タ ン パ ク質と して ヘ モ
グ ロ ビ ン
､
ヘ ム c含有タ ン パ ク 質と して ウ マ シ トク ロ ー ム c の ビリジ ン
ー へ モ ク ロ ー ム の 吸収ス ペ ク トル を示 したo 精製quinoloxida s eは 554n
m に吸収極大を持 っ て い た o こ の 吸収極大の 位置 は酸性アセ トン によ り
タ ン パ ク 質か ら ヘ ム を抽出 した場合も同様 で ありタ ン パ ク 質との結合 に
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は影響さ れ て い なか っ た o な お ､ こ の 時の 抽出効率は約9 0% であ っ た ｡
d 方､ ヘ モ グ ロ ビ ン は 556nm ､ シ トク ロ ー ム c は 550n m に吸収極大を
持ち､ 一 般的な ヘ ム b ､ ヘ ム c の それと 一 致した . なお ､ ヘ ム a ､ ヘ ム
d のビリ ジ ン - へ モ ク ロ ー ム は こ の領域に α 吸収帯を持たを い . 従 っ て ､
今 回精製した酵素中 に､ ヘ ム bl ヘ ム c な ど で はな い新規の ヘ ム の 存在
が推定さ れた｡
4 - 2 逆 相 = p L C によ る ヘ ム の 分析
そ こ で ､ ヘ ム をタ ン パ ク 質か ら抽出後逆相 H P LC に より分析した｡ 展
開溶媒 に酢酸を添加する い わゆるイ オ ン 抑制法を用 い ､ エ タ ノ ー ル を基
本 と した溶媒とメ タ ノ ー ル を基本と した溶媒で分離結果を比較した o ゝそ
の 結果 ､ メ タ ノ ー ル 系 が良好な分離 を得られ た の で ､ メ タ ノ ー ル : 酢酸 :
水系で展開した｡
図 5-9a に は精製酵素から抽出した ヘ ム の 溶出パ タ ー ンを示した. 煤
持時間5･0分と 10･7分の 2 ケ所 に ヘ ム が溶出された ｡ ヘ モ グ ロ ビン か ら
抽出した ヘ ム bの 溶出位置ほ 5･0分 で あ っ た の で 第 一 の ピ ー ク は ヘ ム b
である こ とが分か っ た ｡
一 方､ 10･7分 に溶出さ れた ヘ ム は ､ 大腸菌細胞膜から抽出した ヘ ム で
の 溶出 パ タ ー ン でも認 め られる
.
ヘ ム で あ っ た (図 5-9b) ｡ こ の 大腸菌由
来の 努 二 の ヘ ム の ビリ ジ ン - - モ ク ロ ー ム は 553n m に吸収極大を持ち､
ご く最近大腸菌の シ トク ロ ー ム o 型quin oloxida s eで 存在が報告され た
新規の ヘ ム(61)､ ヘ ム o であ っ た o 従 っ て 精製 quin oloxida s eの 10.7分
に溶出した ヘ ム も ヘ ム o で ある と考えられ た ｡
また､ 図 5-9a の 2 つ の ヘ ム の ピ ー ク面積比 は 5種類の標品の分析の
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結果1･01 ±0･03 であ っ た o ヘ モ グ ロ ビ ン由来の ヘ ム b及 び､ 大腸菌由来
の ヘ ム o は展開溶媒中 で共に 397n m に吸収極大を持 っ て い た の で ､ 両
者の 分子吸光係数が同じで ある と仮定する と､ 精製 quin olo xidase に は
ヘ ム bと ヘ ム o が当量 づ っ 含まれる と考えられ た ｡
4 - 3 ヘ ム ､ 銅の 含 量
表 5-3 に は精製酵素 の ヘ ム ･ 鍋倉量 の 分析結果を示した｡ ヘ ム含量 は
還元 一 酸化差ス ペ ク ト ル から ､ 銅含量 は原子吸光法からそ れぞれ測定し
たo 3 種類の標品で測定を行 っ た結果､ ヘ ム含量 は酵素タ ン パ ク 質1mg
あ たり 12･3 - 13 伽m ol､ 平均 12･9士0･4n m ol であり､ 銅含量 は酵素タ ン
パ ク 質1mgあ たり9･05 - 13･4nm ol､ 平均 11･6±1.1n m ol であ っ た ｡ 従 っ
て
､ 両者の 比率 は ほ ぼ 1:1 で あ っ た o 表 5-3 で は標品を直接測定し た が ､
他の 分画 に つ い て ､ 5m M E D TA を含む綾祷液 に透析し､ 透析前後 で ヘ ム
と銅の含量比を比較して も変化は無か っ たo 以上求められ た含量は ､ 酵
素複合体が先 にSDS-P AGE で認め られた 3 つ の サブ ユ ニ ッ ト1分子 づ
つ から梢成される とする と ､ 複合体あたり ヘ ム約 1･6個 に相当すると計
算さ れ た o 従 っ て ､ 先の 逆粕 HP L Cによ る ヘ ム分析の結果と合わ せ る と ､
ヘ ム ､ 銅とも酵素複合体あたり 2個含まれる と考えられた｡
5 基質特異性及 び ､ 阻 害剤の 効果
表 5-4左 に は精製酵素の 基質特異性を示した｡ 酵素は ､ デ ュ ロ キ ノ ー
ル
､
エ ビキノ ー ル ー 1 どち らともよ い 反応性を示 した. また 人工的電子供
与体 である T MP Dとも反応性を示した. 一 方､ 還元塑 ウ マ シ トク ロ ー ム
c とは全く反応しなか っ た o なお ､ デ ュ ロ キ ノ ー ル を基質として 酵素括 .I
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性を酸素電極で 測定 した場合にも酸素消費が認め られ ､ この 酸素消費は
分光学的に測定した デ ュ ロ キ ノ ー ル の酸化 と化学量論的で あ っ た ｡ なお ､
こ の酸素消費 は､ 反応液 にカ タ ラ ー ゼを酵素単位で quin olo xidas eの 10
倍濃度添加して も影響されなか っ たo 従 っ て ､ こ の 酵素は確か にquin ol
o xidas eと して機能し て い た ｡
表 5-4右 に は精製酵素 に対する 阻害剤の効果を各阻害剤の 1/2 阻害濃
度 で示したo 酵素は シ ア ン 化 か) ウム ､ HQN O､ 硫酸亜鉛 に高い感受性
を示したo なお ､ 本酵素は海洋細菌の酵素 で ある が ､ ナ トリ ウ ムイ オ
ン により特異的に活性化される性質は示さなか っ た ｡
6 精製酵素 の酵素活性 に対す る 界 面活性剤 ､ リ ン 脂 質の効果
精製酵素の酵素活性に対する Lipo no xDC= の効果を検討した ｡ 反応液
中の Lipo n ox DCH 濃度をo･oo2% から o･4% まで 変化させ酵素活性を測
定した と こ ろ ､ quin olo xida s eは 0･0 卜0･02% の Lipo n o xDC Hに より約 5
倍 に活性化さ れ る性質を示したo 活性化率は酵素の精製段階によ っ て輿
な っ て おり､ 膜分 臥 沈静膜分国 で は 1･4倍 ､ 可溶化分臥 DE A E-5pW
分画 は 1･0 倍 ､ DE A 玉- Sepahc el分画 は 2･0倍程度 であ っ た o o･o2% Lipo no
x DC H の存在下 ､ 非存在下 で デ ュ ロ キ ノ ー ル に対する速度論的解析を行
つ た結果､ 見かけの ミ カ エ リス 定数は約 1β とな っ て い た の で ､ こ の 活
性化の機構は キ ノ - ル へ の 親和性の増加である こ とが分 か っ た ｡ 同様 の
活性化機構 は大腸菌の シ トク ロ ー ム o 型 quinolo xidas eで も報告さ れ て
い る(55)0
こ の様 な酵素の活性化は ､ そ れ ぞれ活性化の至過渡度は異なる が ､ 非
イ オ ン 性界面活性剤 で ある c
12Eい 両イ オ ン性界面活性剤で ある Zwitterg .
8 6
e nt3-14､ 陰イ オ ン 性界面活性剤 である s D S､ N- ラ ウ ロ イ ル ザ)i, コ シ ン
に よ っ て も認 め られ た o これ に対し､ デ オキ シ コ ー ル 酸や CH A PS な ど
で は最大で約2倍の 部分的な活性化 しか認め られな か っ た ｡
一 方､ 精製 quin olo xidas eはカ ル ジ オリ ピ ン によ っ て も Lipo n o xDCH の
場合 と同様 に活性化さ れ ､ 萱過渡度は 40〟g/ml であ っ た . しか し､ ホ
ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ - ル ､ 大豆 リ ン脂質 (主 にホ ス フ ァ チジ ル コ リ ン
を含む) ､ 大腸菌の リ ン脂質 (主 に ホス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル アミ ン を
含む) で は全 く活性化されな か っ た ｡
5 . 考 察
5 - 1 特利酵素 の 特徴
精製酵素は少なく とも 79､ 33､ 14K Da の 少なく とも 3 つ の サ ブ ユ ニ
ッ トから構成されるo こ の 酵素複合体 は補欠分子族 と して プ ロ ト ヘ ム
(ヘ ム b)と最近発見さ れ た ヘ ム ､ ヘ ム o を 1分子 づ っ 及び ､ 銅を2分子
含む｡
ス ペ ク トル 的に は典型的な シ トク ロ ー ム o型 でありシ トク ロ ー ム 臥 C､
dl な どは見 い ださ れ な い o また ､ リ ガ ン ド結合 ヘ ム の α 吸収帯 へ の香
与 が少な い o 酵素的に は quin olo xidas eと して機能し､ - 般的な シ トク
ロ ー ム o 型末端酸化酵素の 阻害剤に高い 感受性を示すo その 活性は Lipo
no xDCH な どの 両親媒性分子 に より活性化さ れ る .
なお ､ ヘ ム o は 大腸菌 で報告さ れた新規 ヘ ム で ある(61)｡ 当初 ､ 大腸
菌の シ トク ロ ー ム o 型 quin olo xida s eに は 2分子 の ヘ ム b が存在 し､ そ
れ らの 一 方が シ トク ロ ー ム o と して 機能する と報告さ れ て い た ｡ しか し､
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こ の 酵素の ビリ ジ ン ー へ モ ク ロ ー ム は 553n m に吸収極大を持 っ て お り､
ヘ ム b のそれ と は異な っ て い た の で ､ こ の 差異が詳細 に解析さ れ た結果､
こ れま で知られて い な い ヘ ム の存在が確認さ れ たもの で ある ｡ こ の 発見
後 い く つ かの細菌で ヘ ム o の存在が報告さ れ て おり(64,65)そ の 中に は シ
トタ ロ - ム c oxida占e と して 機能する酵素の 例 もある(65). 従 っ て ､ ヘ ム
o は末端酸化酵素 にお い て普遍的に存在する可能性 が高い ｡
5 - 2 大 腸菌 シ ト ク ロ ー ム o 型 quin oloxidase と の 比較
表 5-5 では ､ 以上 か ら明らかに出来た 桝 細 - alglnolyt7
･
c u s” qui?o1
o xida s eと大腸菌の シ トク 白 - ム o 型 quinoloxidas eの 特徴を比較した｡
そ の 結果､ 両者は ､ 含有 ヘ ム の種類､ ス ペ ク トル 的特徴､ 酵素の 基質特
異性 ､ 阻害剤感受性､ 両親媒性分子 に よ る 活性化 ､ と い っ た酵素的性質
にお い て基本的に類似して い る こ とが分か っ た ｡
銅の 含量 に つ い て は ､ 大腸菌で も当初複合体あたり 2個 と報告されて
い た(54)o しかし､ E D T A処理 した複合体で はそめ含量 は 1個となり､ E
sR の結果も これ を支持 した こ とから(62)､ 現在で は複合体あたり桐原子
1個 と いう借 が受け入 れ られ て い る(66)o 一 方､ 海洋細菌の酵素の場合､
E D T A処理 に よ っ て は銅 は除去されなか っ た o ミ トコ ン ドリ ア の aち 型
シ トク ロ ー ム c o xida s e8
･
=ほ銅 が複合体あた り 2個存在 し ､ そ のうち 一 方
は シ トク ロ ー ム c と の 反応 に重要な役割を果たすと考えられ て い る(66)0
従 っ て ､ 今回精製した quinolo xidas eが鋼 2分子を含む こ と と v.alg7
･
no -
1yb
'
c u s呼吸鎖 に存在する c型 シ トク ロ ー ム は無関係 で はな い かも知れ な
い o こ の 点を明らか にする には こ の c型 シ トク ロ ー ム を単離する こ と が
必要であり ､ 現在検討中で あ る ｡
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大腸菌の酵素の ヘ ム o に つ い て は ､ 当初ほ複合体あたり 2分子 の ヘ ム
o を含み ､ 分析過程 で検出さ れ た ヘ ム bは爽雑物である と報告さ れた
(61)o しか し､ 他 の研究者グ ル ー プは ヘ ム o と ヘ ム bをそれ ぞれ 1分子
づ つ 含む と報告して い る(67)o ま た､ 他の 細菌で も ヘ ム o と ヘ ム bを 1
分子 づ っ 含む例 が報告さ れ て い る(64)o そ こ で ､ 表5-5 で は後者の報告
を採用 した ｡
9 0
圃 圃 皿
第6 章 考察 ｡ 結論
1 . N O R- 2 に つ い て
今回の 比較生化学的解析か ら､ ナ トリウ ム駆動型呼吸鎖とプロ ト ン駆
動型呼吸鎖と いう異なる呼吸鎖を持 つ 海洋細菌 v･algJ
･
n olyb
･
c ロSと大腸菌
の NQR-2 が､ 分子 レ ベ ル を含め て類似性が高 い こ とが 明らか
_
とな っ たo
NQR-2 は動物の ミ ト コ ン ドリ ア で は認められな い が､ 植物ミ ト コ ン ド
リ ア で はそ の存在は よく知られ て い る ｡
- 方､ 細菌の 場合､ NQR-2 に分類される酵素の知見は多い . しか しな
が ら､ こ の NQR-2 の存在意義 に つ い て の 研究は ､ NQR-2 が エ ネ ル ギ ー
共役能を持た な い 酵素で ある が故､ 盛 ん と は言えなか っ た ｡ yagi は､ N
qR-2 が 真性細菌､ 古細菌を問 わず広く存在 し､ 特に古細菌にお い て は
NQR-2 のみ の存在が報告さ れ て い る こ とか ら ､ NQR-2 は NqR-1 よ り起
源が古く ､ また､ NQR-1 が機能しなくな る環境で も NQR-2 が機能し得
る こと に着目し､ NQR-2 は細胞内の酸化還元当量 の調節に関わ っ て い る
の で はな い かと推測して い る ｡ (30)0
今回明らかに され た海洋細菌と大腸菌の NQR-2 の類似性及び､ 大腸
菌 の NQR-2 が NQR-1 に較 べ ､ N A D馴 こ親和性 が低い こ と は ､ 先の 考え
方 を支持す る o また ､ こ れまで に報告さ れ た NQR-2 に分類され る N A D
H -quin one reducta s eの多く が F A Dを含み単 一 の サブ ユ ニ ッ トか ら梢成 さ
れ る こ とも興味深 い ｡
さら に
､ 今回得られた結果 で は NQR-2 は 2 電子還元塑 で あり､ キ ノ
ン をセ ミ キ ノ ンラ ジカ ル の 形成を伴わず還元 で きる ｡ セ ミ キ ノ ン ラ ジ カ
ル の発生 は キ ノ ン の 生体 - の 毒性発現の 重要な段階で ある の で ､ こ の発
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生 を伴 わな い NQR -2 は キ ノ ン代謝にも重要な役割を果たすかも知れ な
い o 従っ て ､ 他の 細菌で知られ て い る NQR-2 の キノ ン還元様式にも興
味が持たれる ｡
こ の 様な NQR-2 の起源 ･ 機能に つ い て は ､ さらに多数の NQR -2 を ､
今回周 い た手法や遺伝学約手法で比較する こ とで明確に出来るも の と期
待さ れ る ｡
2 . quinoloxida s eに つ い て
今回精製さ れ た海洋印菌 y.algL
･
nolytlc u sの quin oloxidas eは シトク ロ ー
ム o 型で あり､ そ の 酵素的性質は大腸菌の シ トク ロ ー ム o 型 quinolo xト
das eと高い 類似性を持 つ こ と が明らか とな っ た ｡
近年､ 遺伝子 レ ベ ル で の解析から､ pa [ a cocc u sde n I･th･f)･c uns な どの a a
3
型 cyto chro m e c o xidase と大腸菌の シ トク ロ ー ム o 型 quin olo xida s eな ど､
ヘ ム と銅を含む末端酸化酵素がス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を形成して い る こ と
が提唱さ れ て い る(66,68)o 今回精製 し た酵素も ､ そ の性質か ら､ こ の ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー に属する可能性が高い ｡
一 方 ､ 末端酸化酵素の中に は ､ 先の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に属さな い ユ
ニ ー ク な酵素も多種多様存在する(54)｡ 例 えば ､ 海洋細菌 pse udo m o n a s
L7a Ub
'
c aは シ トク ロ ー ム o 型 で キ ノ ー ル を酸化する酵素を持つ o しか し こ
の 酵素は ESR で検出可能な銅を持たず､ 酸素を水 で はなく過酸化水素
に還元する(69)o ナ トリ ウ ム駆動型呼吸鎖を持 つ V･alg7
･
n olyb
･
c u sが､ こ の
様な ユ ニ ー ク な酵素 で はなく､ ス - パ ー フ ァ ミ .) 一 に属する で あろう酵
素を呼吸鎖 に持 つ こ と は興味深い ｡
なお ､ 最近滑走細菌と して知られ海洋由来で な い V)･tre o s cilla 属の細菌 ･
9 2
がナトリウ ム ポ ン プと して機能する quin olo xidas eを持 つ こ とが明らか
にさ れ た(70)o こ の 酵素を､ プロ トン ポ ン プと して機能する quinolo xト
da s eを今回の 手法を用 い て 酵素的 に比較する こ と で quinolo xida s eの イ
オ ン排出に つ い ても重要な知見が得られ､ ナ トリ ウ ム 駆動型呼吸鎖 とプ
ロ ト ン駆動型呼吸鎖の 関係もよ り明らか に でき る で あろう｡ また､ こ の
Ⅵble O S Cl
'
11a の 酵素と末端酸化酵素の ス ー パ ー フ ァ ミリ ー と の関係に つ い
て も興味が持た れ る ｡
3 . NQR-1 につ い て
海洋細菌と大腸菌の NQR-1 は異な るイ オ ン と共役する にも係わ らず､
思 い の 他 ､ 類似点が多 い こ と が分か っ た o 即ち ､ 両者とも N A D Hと皮
応する フ ラ ボ タ ン バ ク 質を含む構成を取 っ て お り､ その ブラ ボタ ン パ ク
質は酵素的に高い 類似性を持 っ て い る ｡ こ の こ と は こ れ らの フ ラ ボタ ン
バ ク 質が同じ電子伝達機構をも つ こ とを意味する ｡ こ の様な フ ラ ボタ ン
バ ク質サブ ユ ニ ッ トの 存在及 び ､ 反応機梢の類似性が細菌の NQR-1 に
普遍的で ある か否かは興味の持たれ る点で ある ｡
こ れ らの フ ラ ボタ ン バ ク 質が電子供与体前処理 に より失活する機構
は酵素が還元型 になる た め と考えられ る o こ の こ と は フ ラ ビ ン が 2還元
当量を受け取り､ 完全還元さ れる こ とが失括の 重要な要因で ある こ とを
示唆するo そ れ故 ､ 通常細胞内で は ､ こ の フ ラ ビ ン は 2 電子還元さ れ る
事 はなく フ ラ ボセ ミ キ ノ ン と酸化型 フ ラ ビ ン の サイ ク ル を形成しな が ら､
イ オ ン ポ ン プサブ ユ ニ ッ ト へ 1 電子づ っ 電子 を伝達する の であろう｡ 辛
実､ 今回明 らか にされた様に こ れ らの フ ラ ビ ン酵素は 1 電子還元型 であ
る o また ､ 大腸菌で呼吸鎖に由来する と思 わ れる ユ ビキノ ン の ラ ジ カ ル
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が検出さ れて い る こ と(7 1)は ､ こ の 事を､ 1個 づ つ 電子 を受け取る で あ
ろうイ オ ン ポ ン プサブ ユ ニ ッ トの倒から支持する ｡
で は ､ こ れ らの NqR-1 イ オ ン ポ ン プ部分に よる イ オ ン排出機構に つ
い て は どう であろうか. 海洋細菌 NQR-1 では ､ F MN を補酵素とする α
サ ブ ユ ニ ッ ト部分 で ナ ト リ ウ ム排出が行わ れ ､ こ の ナ トリ ウ ム 排出 には
キ ノ ー ル 形成が密接 に関連する こ と が明らかに され て い る(50)｡ 呼吸鎖
に お ける プ ロ ト ン駆動力形成機橋の仮配は ､ キ ノ ン ､ フ ラ ビン ､ シ トク
ロ ー ム な ど可動性の還元当量 キ ャ リア ー に より ､ プロ トン や還元当量 が
細胞膜を隔て て転移される ル ー プ機構と ､ 酵素複合体の 電子伝達によ る
立体構造変化 に伴 い プ ロ ト ン や還元当量 の転移さ れ る立体梢造変化機棉
の 2種 に大別され る(72)o 海洋細菌 NQR-1 が ル ー プ機構 で ナトリウ ムイ
オ ン を排出する た め には フ ラ ビ ンまた は キ ノ ン が ナ トリ ウ ム 型と なり ､
こ れ が膜内を自由に移動で き る こ とが必要となる｡ しかし､ こ の様な物
質が膜内で自由に移動で き る と は考えにく い o そ れ故､ 海洋細菌 NQ良-1
の イ オ ン排出 には立体構造変イヒが重要な役割を果たすと思 われる ｡ 従
つ て ､ も し海洋細菌と大腸菌が基本的に同じ反応機構 でイ オ ン排出を行
うなら､ 大腸菌の NQR-1 のイ オ ン排出 にも立体構造変化が重要な役割
を果たすで あろうo しかしな がら､ これらの NqR-1 が フラ ボタ ン パ タ
質以降の部分で違う反応機構を持つ 場合 は､ こ の考えが適用 で きず､ 大
腸菌 NQR-1 が基本的に ル ー プ機橋で イ オ ン排出する可能性がある こ と
は自明で ある ｡
その 一 方で ､ 大腸菌 NQR-1 が海洋細菌 NQR-1 と異なる立体構造変化
機構により プロ ト ン を排出する可能性もあるo pTOP]
･
o n ege D ,
･
um m ode stum
の A TP合成酵素は条件に より ､ 駆動イ オ ン を ナ トリ ウ ム ま たは プロ ト
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ン と変化させ る(7 3)｡ こ の 事は ､ イ オ ン輸送体の イ オ ン特異性が ､ ア ミ
ノ 酸配列の わずかな遠 い に起因する こ とを示唆する ｡ 従 っ て ｡ 両細菌の
NQR-1 のイ オ ン 特異性が変異導入 により容易 に変化し､ しか も両者の
反応機構が異な る場合もある か も知れな い ｡
こ の 様な解析の為 にも ､ イ オ ン ポ ン プとして機能する サブ ユ ニ ッ トの
分離 ･ 精製 と機能解析 が重要とな る｡ 大腸菌 NqR-1複合体全体の分離 ･
精製 に つ い て は ､ 本酵素を細胞膜から可溶化で き たもの の ､ 本復合体 が
非常に不安定で あ る た め以降の精製 が行えず､ 現在の と こ ろ成功 して い
な い ｡ 従 っ て ､ 今後 の検討課題 で ある ｡
4 . ナ トリウ ム昏区動型 呼吸鎖とプE]トン琵区動型呼吸鎖
以上 の解析か ら明らか にさ れ た よう に､ 海洋細菌 と大腸菌は異な るタ
イ プの 呼吸鎖を持 つ にも係わ らず､ 全体的な偶成 には非常に類似 して い
た ｡ 図 6-1 に は海洋細菌 と大腸菌の呼吸鎖を模式的に示 した｡
先 に述べ た ように ､ イ オ ン輸送タ ン パ ク 質の イ オ ン特異性は ア ミ ノ級
の 僅かな遠 い で起 こ る可能性がある ｡ こ の可 能性 に従えば､ ナトリウ ム
駆動型呼吸鎖の獲得にあたり呼吸鎖が大きく変貌して い な い こ と は理解
しやす い o しか し逆 に ､ ナ トリ ウ ム ポン プ部分以外 の他の部分の変貌が
少な い こ と は ､ そ れ らの 保存の為の 選択庄 が強 い こ と を示すの かも知 れ
な い o どち らの場合 で あ っ て も ､ 今回の 結果か らは ､ 海洋細菌 と大腸菌
の
､ ナ ト リウ ム駆動型呼吸鎖と プ ロ トン駆動型呼吸鎖の起源が異なる ち
の と は考え にく い ｡
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5 ｡ 結論
海洋細菌の も つ ナ トリ ウ ム駆動型呼吸鎖と大腸菌の持 つ プロ トン駆動壁
呼吸鎖ほ基本的に類似して お り､ またイ オ ン特異性の異なる NQR-1部
分 に つ い て も ､ そ の フ ラ ボ タ ン バ ク質部分の 電子伝達機構 は類似性が高
い o ま た ､ 今回明らか に出来た NQR-1､ NQR-2 それぞれの 酵素的特徴
は以降の解析の 重要な手が か りとなる｡
よ り詳細な ､ NQR-1 のイ オ ン特異性やイ オ ン 排出機構 に つ い て は ､ イ
オ ン ポ ン プと して 機能する サブ ユ ニ ッ トの解析 が重要である . 一 方､ ナ
トリ ウ ム 駆動型呼吸鎖とプロ ト ン駆動型呼吸鎖の関係に つ い て は多数の
事例 の検討が重要であるo こ れらの 解析に ､ 今回用 い た比較生イヒ学的手
法 は ､ 遺伝学的手法と は異な る観点に立 っ た非常に有効な手段で ある0
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